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Un grand deuil frappe l'Institut Pasteur. Le Président de 
son Conseil d’Administration, le gendre et l’historien de 
Pasteur, René Vallery-Radot n’est plus! Il s’est éteiut le 
24 janvier, au cours de sa quatre-vingtiéme année, a l|’hdpital 
Pasteur, refuge naturel des Pasteuriens atteints par la 
maladie. 

En 1879, M. de Freycinet, ministre des Travaux publics, 
appela prés de lui, en qualité de secrétaire, René Vallery- 
Radot et le garda a ses cétés quand il fut, en 1880, ministre 
des Affaires étrangéres. I] remplit ce poste de confiance avec 
intelligence et loyauté, en observateur plein de finesse. Indé- 
pendant, bien apparenté, en rapport avec les hommes au 
pouvoir, toutes les carriéres lui étaient ouvertes : diplomatie, 
politique, littérature. Il pouvait choisir. Elevé dans le culte 
des lettres par un pere qui fut pour lui un camarade en méme 
temps qu’un incomparable professeur, la vie paraissait lui 
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sourire. Il était déja connu du grand public par un livre char- 
mant : Le journal d'un Volontaire d'un an, qui fut suivi d'un 
autre de la méme veine : L’Etudiant d’aujourw hut. 

Introduit par son ami, le fils de Pasteur, dans la famille du 
Maitre, celui-ci le choisit pour gendre. Il épousa M"* Marie- 
Louise Pasteur. Il y a de cela cinquante-trois ans. J étais 
depuis deux ans au laboratoire de la rue d'Ulm et j/ai assisté 
& ce temps heureux des fiancailles et du mariage. C’était 
lépoque héroique de la bactériologie. Les découvertes succé- 
daient aux découvertes : atténuation des virus, vaccination 
contre le charbon, triomphales expériences de Pouilly-le-Fort, 
et enfin l’étonnante prémunition de Ja rage aprés morsures. 
Vivant au contact d’un véritable grand homme, René Vallery- 
Radot, ébloui, participait aux déconvenues de la recherche, a 
la joie des découvertes et aux émotions des controverses pas- 
sionnées qui accueillent ceux dont les travaux bouleversent 
les doctrines établies. Plus tard, il a fait revivre cette époque 
dans l’Histoire Cun savant par un ignorant. Ignorant bien 
informé, qui avait assisté & la fondation de la science nouvelle 
et y avait participé par son dévouement au batisseur de ces 
merveilles. 

Depuis l’attaque dont Pasteur avait souffert en 1868, sa santé 
exigeait des ménagements; son gendre se constitua le défen- 
seur d'une vie si précieuse. Jamais fils attentif ne prit plus de 
soin de son pére : il lui évitait toute imprudence, écartait les 
facheux, et cela avec une bonne humeur, une gaieté si franche, 
qu'il déridait Pasteur, méme dans les moments de grande con- 
tention. Touchante sollicitude qui a prolongé l’activité du 
Maitre! 

La naissance d'une fille, puis celle d’un garcon, appor- 
taient la joie dans cetle famille si unie. Pasteur connaissait le 
bonheur d’étre grand-pére, bonheur qui n’était troublé que par 
Jes malaises qui lui rappelaient parfois qu'il devait prendre 
du repos. Mais comment se dérober aux invitations venant 
des diverses parties de la France? Les populations voulaient 
témoigner leur reconnaissance 4 Pasteur, les unes parce qu'il 
avail sauvé l'industrie séricicole, les autres parce qu'il les 
avait délivrées des ravages que le charbon causait dans les 
troupeaux. René Vallery-Radot, en gardien vigilant, accom- 
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pagnait Pasteur pour alléger autant que possible la fatigue de 
ces tournées triomphales. 

De méme, en 1888, & l’inauguration de l’Institut Pasteur, 
puis, en 1892, lors de l’inoubliable cérémonie du Jubilé & la 
Sorbonne, son fils et son gendre assistérent le héros de ces 
fétes dans ces heures de grande émotion. 

Malgré la sollicitude dont il était entouré par l’admirable 
M** Pasteur et par ses enfants, Pasteur s’éteignit le 28 sep- 
tembre 1895. Cette mort fut pour René Vallery-Radot une 
immense douleur. Il lui semblait qu’il avait perdu sa raison 
d’étre. Sa compagne au courage héroique, renfermant en elle 
tout son chagrin, le soutint de son énergie et bientét il chercha 
sa consolation dans le travail. Il commencacette Vie de Pasteur 
qui a été traduite dans toutes les langues et est devenue popu- 
laire dans de nombreux pays. Cet ouvrage est le livre de 
chevet des bactériologistes, car il est écrit avec la piété d'un 
fils et ’exactitude d’un archiviste. Les générations ne se lasse- 
ront pas de lire |'Cuvre de Pasteur et le récit de sa vie. Ainsi, 
le nom de son historien, lié 4 celui du Maitre, survivra au 
cours des siécles. 

Il a été dit quelque part que M™ Pasteur a été pour son mari 
le meilleur des collaborateurs. Sa mort, survenue en 1910, fut 
une peine pour toute la famille Pasteurienne et causa un pro- 
fond chagrin & René Vallery-Radot qui écrivit sur M™ Pasteur 
des pages qu'on ne peut lire sans émotion, tant est vrai et 
touchant le portrait qu'il trace de cette admirable compagne, 
modéle de la femme du Savant, douée d'un impeccable bon 
sens aiguisé de gaité naturelle. 

La participation de René Vallery-Radot, d’abord & la vie du 
laboratoire de la rue d’Ulm, ensuite 4 celle de l'Institut 
Pasteur dont il présidait le Conseil d administration depuis 
1917, non plus que la part qu’il prit aux manifestations qui 
eurent lieu tant & Paris qu’a Dole et & Arbois en 1922, lors de 
la célébration du centiéme anniversaire de la naissance de 
Pasteur, ne |’empéchérent de se livrer a ses travaux d’>homme 
de lettres, seul titre dont il se soit paré. Trés attaché & ceile 
partie du département de l’Yonne ow il passait chaque année 
une portion de ses vacances dans le domaine familial de 
Marault, il y écrivit sous le titre d’Un coin de Bourgogne des 
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pages trés vivantes sur l'histoire, l’aspect et les murs du 
pays d’Avallon. L’iuvre littéraire de ce grand laborieux com- 
prend encore an ouvrage sur M™ de Sévigné, sur le duc 
d’Aumale, d’importantes et utiles introductions 4 la corres- 
pondance du duc d’Aumale avec Cuvillier-Fleury, & la vie de 
Planat de la Faye, a celle d’Hégésippe Moreau et aux souvenirs 
littéraires de son pére V.-F. Vallery-Radot. Nombreux et 
excellents sont les articles qu’il donna a la Revue bleue et au 
Correspondant. 

Les ouvrages de René Vallery-Radot se distinguent par la 
pureté du style, l’esprit de finesse et l’exactitude de la docu- 
mentation. Leur auteur n’a brigué aucune fonction, il est resté 
un indépendant. Incapable d’intrigue, il a vu d'autres occuper 
des situations auxquelles il était en droit de prétendre. En 
écrivant, il satisfaisait son gout pour les lettres et son amour 
du travail. Il avait beaucoup lu et beaucoup retenu; sa conver- 
sation, émaillée de réminiscences et d’anecdotes, élait aussi 
instructive qu’attrayante. Mais, au-dessus des qualités de 
Vesprit dont il était doué, se place la bonté de homme, bonté 
qu’ont ressentie tous ceux qui l’ont approché. Bonté active, qui 
s'est manifestée a la Société des Gens de lettres par son impor- 
tante participation au « Denier des veuves », & « 1|'Office 
Central des Giuyres de bienfaisance » qu'il a longtemps pré- 
sidé, 2 la Société des Amis des Sciences dont il fut pendant 
des années Commissaire aux comptes. 

Pendant la grande guerre, il fonda la « Société des Amis 
des Soldats Aveugles » et n’en quitta la présidence qu’aprés en 
avoir assuré le succés. René Vallery-Radot ne pouvait entendre 
parler d’une infortune sans essayer de la soulager. Dans cette 
ceuvre de charité il était secondé par sa fille Camille, ange 
gardien du repos et de la santé de ses parents. Elle était 
animée du plus noble idéal, consacrant sa vie aux malheureux 
et poussant Ja charité jusqu’au sacrifice de soi-méme. 

La mort prématurée de cette fille chérie, qui associait le 
charme a la sainteté, porta & René Vallery-Radot le coup fatal. 
De cette perte, rien ne put le consoler et sa santé, jusqu’alors 
robuste, alla en déclinant. Il n’était distrait de son chagrin 
que par les succés de son fils et par lintérét qu'il prenait a ce 
qui se passait 4 l'Institut Pasteur. Président du Conseil d’admi- 
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nistration, il était accueillant aux travailleurs, les soutenant de 
ses avis, les assistant dans leurs peines, agissant envers eux 
en bon pére de famille, selon la tradition Pasteurienne. Pen- 
dant les cinquante-trois années qu’a duré notre amitié, nous 
nous sommes toujours trouvés d’accord pour les mesures a 
prendre afin que Ja Maison de Pasteur reste digne de son fon- 
dateur. I] a été pour moi l’ami fidéle et délicat dont la perte 
désole le peu de temps qui me reste 4 vivre. Mais, penser & soi 
est de l’égoisme devant la douleur de sa femme et de son fils. 
Les consolations au chagrin de M*° Vallery-Radot ne sont pas 
a portée humaine. Toutefois nous voudrions que, dans son 
affliction, elie se sentit entourée de l’affectueux respect et de 
la vénération des disciples de son illustre pére. 
K. Roux. 


LINFECTION TUBERCULEUSE SPONTANEE 
DU COBAYE ET DU LAPIN 


par A. CALMETTE. 


Les recherches expérimentales effectuées au cours de ces 
dernidres années dans un grand nombre de laboratoires 4 propos 
de |’étude du vaccin BCG ont attiré l’attention sur les cas 
d’infection tuberculense spontanée observés ou signalés par 
quelques auteurs. En présence des publications de Korschoun, 
de E. A. Watson, et surtout de S. A. Petroff, qui ont paru si 
étranges aux bactériologistes familiarisés de longue date avec 
les caractéres tres particuliers des lésions constamment inoffen- 
sives et non réinoculables produites par le BCG, il était indiqué 
de faire une enquéte a l’effet de préciser, d'une part, le degré 
de fréquence de Vinfection spontanée du cobaye et du lapin, 
tant dans les élevages que dans les cages de laboratoire; 
d’autre part, les conditions dans lesquelles cette infection spon- 
tanée peut se réaliser et les formes anatomo-pathologiques 
qu'elle détermine. 

Les faits parvenus 4 notre connaissance ef que nous avons 
pu réunir dans le présent mémoire répondent & ces deux 
questions. 


Déja, en 1884, lors de ses premiers travaux sur la tubercu- 
lose, Robert Koch avait noté, chez 17 cobayes et chez 8 lapins, 
Yexistence d’infections spontanées avec véritables cavernes 
pulmonaires. Mais comme, & cette 6poque, l’infection bacillaire 
et la pseudo-tuberculose étaient généralement confondues, 
nous ne retiendrons pas cette observation. 

Les premiers faits incontestables sont ceux publiés par 
I. Strauss, en 1895; par C. Guérin, en 1907; par Rothe, en 
1909; par Raymond, en 1912. [ls se rapportent tous a des lapins 
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dont les lésions, presque exclusivement pulmonaires, recé- 
laient en abondance des bacilles tuberculeux de type bovin. 
L’élevage étudié par Rothe se trouvait 4 colé d’un sanatorium, 
a Heidehaus. Sur 51 animaux, 26 furent trouvés infectés. 
Cette infection avait été veaisemblablement introduite par du 
lait de vache dont on alimentait les jeunes lapins. 

En 1912, Romer faisait cette constatation que éout cobaye qui 
a vécuun an en contact avec des animaux porteurs d ulcéralions 
tuberculeuses ouvertes devient tuberculeux. 

En 1913, L. Cobbett observe, parmi les lapins de son labora- 
toire, deux cas d’infection spontanée d'origine aviaire. Les 
lapins malades vivaient dans des locaux en commun avec des 
poules dont plusieurs avaient succombé 8 la tuberculose. 

Feyerabend, l’année suivante (1914), trouve, sur deux lots 
de 50 et 60 cobayes, respectivement 12 et 6 animaux tubercu- 
leux. Il s’agissait d’une infection de type bovin due al ingestion 
de lait d’une chévre tuberculeuse. 

D’autres observations analogues de tuberculose spontanée 
dorigine bovine, humaine ou aviaire, 4 porte d’entrée intesti- 
nale, sont bientot publiées par L. Rabinowitsch, Meyn, Bru, 
E. Coulaud, A. Stanley Griffith, et récemment par Ch. Truche 
et A. Saenz, par J. Valtis, par A. Saenz a l'Institut Pasteur, 
par P. P. Laidlaw au National Institute de Londres, par 
H. Gray, par W. Dolder, par C. Cernaianu, I. Popovici et 
N. Jitarciuc, au laboratoire de bactériologie de Chisinau (Rou- 
manie). 

Parmi les faits les mieux étudiés, figurent ceux qu’a relatés 
E. Coulaud, en 1924. Dans son élevage de l’hépital Laennec, 
ce savant a pu observer 17 cas de contamination naturelle, 
dont 8 chez des Japins adultes et 9 chez des Jeunes infeclés par 
leur mére. La maladie se présentait chez eux tantot sous une 
forme pulmonaire, caséeuse, progressive, mortelle, tantot avec 
des lésions trés discrétes (1 & 3 granulations miliaires sur les 
poumons), non éyolutives et parfois accompagnées de Iésions 
ganglionnaires et rénales d’une durée indéfinie. II s’agissait de 
bacilles d’origine humaine qui avaient été inoculés a la mére et, 
pour 3 petits lapins sur 4 de la méme portée, il avait suffi quils 
fussent allaités pendant dix-huit jours par leur mére pour étre 
infectés. 
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De leur cdté, Ch. Truche et A. Saenz ont eu l'occasion d’ étu- 
dier 2 lapins de cette race si précieuse pour sa fourrure et 
qu'on appelle « castorrex ». Ces animaux, adressés au labora- 
-toire de Truche & l'Institut Pasteur, avaient succombé tous deux 
a lage de cing mois. Ils présentaient des lésions nettement 
tuberculeuses dans les poumons, et le germe isolé était du 
type bovin. L’enquéte apprit que ces lapins avaient été nourris 
de temps en temps dans leur jeune Age avec du lait non 
bouilli. 

Mais ce qui offre pour nous une bien plus grande importance 
que ces contaminations accidentelles paringestion de lait tuber- 
culeux de vache, de chévre ou maternel, c’est ce fait que, de 
plus en plus, on s’apercoit que les infections naturelles par 
simple contact entre animaux sains et animaux tuberculeux 
dans les mémes cages sont loin d’étre aussi rares que nous 
Vavions cru. 

Dans un mémoire publié dans ces Annales en 1923, 
P. Remlinger insistait sur |’étrangeté de ce paradoxe qui veut 
que le cobaye, d'une sensibilité extréme a la tuberculose ino- 
culée, n’est que rarement atteint de cette maladie dans les éle- 
vages, ou méme dans les cages de laboratoire, lorsqu’on le fait 
vivre en cohabitation continue avec des cobayes infectés. Il n’a 
réussi 4 réaliser ainsi ]a contamination par contact aprés plu- 
sieurs mois avec des animaux porteurs d’ulcérations ouvertes, 
que pour 8 cobayes sur 78. 

Mais certaines de ses observations ont une trés grande valeur 
démonstrative. Les unes portent sur la contamination spon- 
tanée du cobaye par un congénére atteint de tuberculose 
ouverte et placé dans la méme cage : sur 10 expériences ainsi 
elfecluées, 5 furent positives, et c'est déja un chiffre impo- 
sant! D’autres, sans doute, l’eussent été si Remlinger avait 
conservé ses animaux plus longtemps aprés la mort de leur 
compagnon tuberculeux. 

Les autres s’appliquent 4 des cobayes neufs laissés en con- 
tact pendant des délais variables avec d’autres cobayes porteurs 
de lésions tuberculeuses fermées. Or, sur une quarantaine 
d’animaux placés dans ces conditions et qui, malheureusement, 
ne furent suivis que pendant quelques mois, — moins d’une 
anuée, — il s’est produit trois contaminations mortelles : une 
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aprés quatre mois, une aprés sept mois et, la troisiéme, se 
rapportant a un petit cobaye né d’une mére tuberculeuse, qui 
mourut avec des lésions caractéristiques de tuberculose géné- 
ralisée au cours de son troisiéme mois. 

Depuis la publication de ces expériences trés rigoureusement 
suivies, mais pendant un laps de temps beaucoup trop écourté, 
les travaux de H. Sewall et Max Lurie, de Opie et Perla, de 
A. Stanley Griffith, de Bruno Lange, de Arvid Lindau et 
K. A. Jensen, de A. Saenz, et surtout ceux récemment parus 
de Donald E. Cummings et Gerald R. Dowd, ont définitivement 
ruiné la croyance en l’exceptionnelle rareté de l’infection natu- 
relle du cobaye. Méme lorsque les contacts ont élé relative- 
ment brefs, les contaminations de cages s’observent assez fré- 
quemment si l’on a soin de garder les animaux pendant un 
temps suffisamment long. Les faits rapportés par Perla (du 
Henry Phipps Institute, Philadelphie) sont particuliérement 
suggestifs a cet égard. Ce savant a disposé quatre cages, conte- 
nant chacune 4 cobayes neufs, dans quatre endroits différents 
dune étable : lune prés d'un lot de lapins inoculés avec du 
sérum de cheval; une autre prés d’un lot de cobayes inoculés 
avec des matiéres suspectes de malades tuberculeux; une autre 
prés d’un deuxiéme groupe semblable, et la quatriéme & coté 
de cages contenant des lapins tuberculeux. 

Deux cas de tuberculose spontanée se sont déclarés parmi 
les cobayes qui se trouvaient au voisinage des lapins tuber- 
culeux. L’un a été sacrifié cent trente-deux jours aprés le 
début de lexpérience; l'autre est mort le deux cent soixante- 
dix-huitiéme jour. Tous deux avaient des lésions pulmonaires 
caractérisées. 

Ayayt fait ces constatations, Perla a cherché a préciser les 
rapports qui existent entre le nombre d’animaux groupés dans 
la méme cage et la fréquence des contaminations spontanées 
entre cobayes sains et cobayes tuberculeux. 

Ses conclusions sont les suivantes : 

1° Lorsqu’on place dans une méme cage des cobayes ino- 
eulés par voie intrapéritonéale avec des bacilles virulents 
et qui ne présentent aucune ulcération cutanée, et des 
cobayes sains, ceux-ci contractent facilement la tuberculose 
spontanée ; 
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2° Le nombre des animaux qui se contaminent ainsi aug- 
mente avec l’intensité et la durée du contact; 

3° L’infection tuberculeuse spontanée ainsi réalisée offre les 
caractéres d’une infection d’origine digestive ; 

4° Lorsqu’on fait vivre dans une méme piéce, mais non dans 
les mémes cages, des animaux sains et des animaux tubercu- 
leux, les animaux sains qui se contaminent présentent généra- 
Jement des !ésions pulmonaires : l’infection est donc, chez eux, 
surtout d'origine respiratoire. 

Max Lurie a fait des expériences analogues sur un plus grand 
nombre de cobayes. Il a vu quaprés un an a@ dixz-hwit mois 
de contact, la proportion des animaux spontanément infectés 
était de 97,7 p. 100, et, aprés dix-huit mois a deux ans, de 
39,3 p- 400. 

Sur 20 cobayes qui avaient survécu entre deux ans et deux 
ans et huit mois, 1 seul a fini par devenir tuberculeux. Les 
autres ont résisté, sans doute parce qu’ayant été légérement 
infectés au début ils ont pu surmonter cette infection bénigne 
et acquérir dans la suite, vis-a-vis des surinfections, une résis- 
tance suffisante pour demeurer indemnes. 

Il apparait done évident que, chez les cobayes comme chez 
les autres animaux sensibles a Ja tuberculose, le mécanisme de 
Vinfection bacillaire et celui de limmunité ne different pas de 
ce que l’on observe chez les bovidés et dans l’espéce humaine. Si 
ce fait a échappé jusqu’a ces derniers temps a notre observation, 
c’est parce que l’habitude prise dans les laboratoires d’inoculer 
au cobaye, pour le diagnostic rapide de la tuberculose, de 
fortes doses de produits bacilliféres, et de ne pas conserver 
les animaux au dela de quelques mois, empéchait qu’on pat 
constater les cas d’infection spontanée, toujours lents a se 
manifester. 

Les formes de la maladie que déterminent ces infections 
spontanées sont d’ailleurs trés différentes de celles qui suivent 
les inoculations. Elles ressemblent singuliérement & celles que 
Yon observe dans l’espéce humaine, surtout chez l’enfant. Ce 
sont toujours des formes pulmonaires, souvent avec cavernes, 
ganglions hilaires volumineux, scléreux ou caséeux, lésions 
discretes des ganglions mésentériques, du foie, des reins et des 
ganglions sous-lombaires, rarement de la rate. Parfois aussi, 
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chez les jeunes animaux, lésions articulaires ou osseuses. Fré- 
quemment, comme I'a signalé E. Coulaud, les altérations ana- 
tomo-pathologiques sont limitées aux poumons. 

Les expériences d'infection des cobayes jeunes ou adultes par 
exposition aux poussiéres bacilliféres, ou simplement al'air des 
locaux occupés par des phtisiques, réalisées jadis par J. Bartel 
et F. Spieler (1905-1906), puis par Cornet, Fliigge, Findel, 
G. Kiiss, Chaussé, nous-méme et plus récemment par R. Debré 
et Coste (1923) produisaient des lésions & peu prés semblables, 
ressemblant étrangement & ce qu’on observe chez l'enfant. 
J. Bartel et Spieler insistaient méme sur cette constatation, 
faite par eux, que les cobayes jeunes, ainsi exposés peu de 
temps aux infections par l’air, restent en apparence trés bien 
portants. Sils meurent de maladies intercurrentes, on ne 
trouve que rarement des bacilles dans leurs ganglions, mais 
leur tissu lymphatique est hyperplasié. Ce n’est qu’aprés une 
longue période de latence, qui peut s’étendre bien au dela de 
Vage adulte, qu’on réussit & mettre en évidence des bacilles 
dans leurs ganglions mésentériques qui deviennent caséeux, et 
le processus se termine alors par une tuberculose généralisée. 

Les types de bacilles que |’on rencontre dans les lésions 
d’infection spontanée du cobaye sont plus souvent les humains 
que les dovins. Chez les lapins, au contraire, comme on devait 
sy attendre, le type dovin est de beaucoup le plus fréquent, 
mais nous avons vu, par les expériences de Coulaud, que le 
type humain pouvait étre aussi en cause. Le type aviaire a été 
trouvé a plusieurs reprises par Louis Cobbett, par A. Stanley 
Griffith et par C. Cernaianu chez les lapins, notamment lorsque 
ceux-ci se trouvaient dans des cages voisines de celles occupées 
par des pigeons ou des poules infeclés par inoculations de 
bacilles aviaires. 


Il est arrivé parfois qu’aprés avoir inoculé du vaccin BCG a 
des lapins ou & des cobayes, un ou deux de ces animaux, sur 
plusieurs centaines qui recevaient les mémes doses ou des doses 
plus fortes, ont présenté a |’autopsie des lésions de tuberculose 
généralisée et virulente. 
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Récemment, Arvid Lindau et K. A. Jensen, du laboraloire de 
Th. Madsen, a Copenhague, ont signalé deux faits particuliére- 
ment démonstratifs 4 cet égard, et ce qu’ils ont observé fournit 
l’explication des cas analogues décrits par Korschoun & Moscou, 
par Hutyra & Budapest, et par quelques autres auteurs dont il 
sera question plus loin. 

Voici les fails rapportés par A. Lindau et K. A. Jensen: 

I. — Un lapin meurt dix-sept jours aprés avoir recu sous la 
peau 20 milligrammes de BCG. A l'autopsie, on trouve, dans 
les poumons, des nodules tuberculeux caséifiés avec de petites 
cavernes; les ganglions trachéo-bronchiques tuméfiés, caséeux. 
Pas d'altérations des ganglions mésentériques, ni des viscéres 
abdominaux. Seulement quelques petits nodules miliaires sur 
le foie et les reins; rien dans la rate. 

La réinoculation des organes tuberculeux broyés de ce lapin 
a développé une tuberculose généralisée mortelle en quarante 
jours a trois mois et demi chez 2 lapins neufs et chez 3 cobayes. 
La souche isolée par culture avait les caractéres du type 
bovin. 

II. — Un cobaye, un an et dix mois aprés qu'il ett été inoculé 
avec 5 milligrammes de BCG, meurt. A l’autopsie, on trouve 
de nombreux petits tubercules dans les poumons; les ganglions 
bronchiques sont tuméfiés et caséeux; la rate grosse, avec une 
vingtaine de nodules d’aspect fibreux. Aucune lésion dans le 
foie, les reins, l’'intestin, ni dans les ganglions mésentériques. 
L’examen microscopique montre des lésions de pneumonie 
avec bacilles tuberculeux et pneumocoques. L’inoculation des 
organes broyés donne aux cobayes une tuberculose généralisée 
morfelle, mais les lapins restent indemnes. La souche isolée 
par culture a tous les caractéres du type hwmain. 

D'aprés A. Lindau et K. A. Jensen, il s’agit 14 d’une infection 
spontanée d'origine probablement aérogéne, les animaux ayant 
vécu dans un méme local avec d’autres animaux infectés de 
tuberculoses de diverses origines. Ils ajoutent que, pour le 
travail courant de laboratoire, ces infections spontanées, ne se 
manifestant jamais dans le délai de trois mois, ne génent pas 
pour la routine du diagnostic de la tuberculose. Il est cependant 
nécessaire d’étre averti de leur existence possible. 
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Tous ces faits sont, pour nous, pleins d’enseignements, mais 
bien plus suggestifs encore sont ceux qui viennent de nous étre 
révélés par les travaux de Donald E. Cummings seul ou avec 
Gerald R. Dowd, dans le laboratoire de Saranac, voisin de celui 
ou travaille S. A. Petroff, 4 Trudeau (N. Y.). 

Ces deux expérimentateurs étudiaient, depuis plusieurs 
années, la souche bacillaire d’origine humaine dite R,, sponta- 
nément atténuée, qu’avait isolée Trudeau en 1897 et qui, 
jusqu’a ces derniers temps, a fait l’objet d’un grand nombre de 
recherches, en particulier de la part de De Schweinitz et 
Schroeder, de Baldwin, de A. Krause, de Willis et de Gardner. 
Cette souche est & peu prés dépourvue de virulence pour le 
cobaye et pour le lapin. On peut en inoculer impunément 
1 milligramme dans les veines de ce dernier animal. 

Or, en 1924, Baldwin et Gardner voyaient se développer une 
tuberculose généralisée chez 5 cobayes faisant partie d’un lot de 
40 de ces animaux infectés par inhalation avec R,. Et dans une 
autre série de 7 cobayes inoculés sous la peau avec la méme 
souche, 4 ont fait de la tuberculose généralisée, et les organes 
de l'un d’eux, réinoculés, se sont montrés virulents. I] s’agissait 
donc la d’infections accidentelles par des bacilles virulents. 

Rosenberger, en 1924, Webb, Ryder et Boissevain en 1925, 
observent, avec la méme souche, des faits semblables. Au total, 
a Saranac, en dix années (1918-1928), 503 cobayes furent ino- 
culés avec R,, et 6 d’entre eux, soit 1,1 p. 100, ont fait des 
lésions de tuberculose généralisée. 

De janvier 1929 & mai 1931, Cummings et Dowd ont infecté 
656 autres cobayes par diverses voies avec cette méme souche, 
dans le méme laboratoire. Sur un groupe de 338 de ces ani- 
maux, qui ont été sélectionnés comme n’ayant été soumis a 
aucune influence (froid, carence alimentaire ou autre) pouvant 
agir sur la maladie, 57, soit 76,8 p. 700, ont présenté des 
lésions tuberculeuses & l’autopsie ; et ces cobayes appartenaient 
a 8 expériences différentes (32 avaient été infectés par inhala- 
tion, 23 par voie sous-cutanée et 2 par voie intrapéritonéale). 
Certains ont succombé seulement trois cent dix jours aprés 
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qu’ils avaient été inoculés. Le plus souvent, leurs lésions pré- 
sentaient l’aspect fibro-caséeux et cette allure lente qui carac- 
térisent les infections cutanées. Leur réinoculation a des ani- 
maux neufs donnait réguligrement une tuberculose généralisée 
a tous les viscéres. 

Des cultures ont été faites en partant des organes de 18 cobayes 
a lésions caséeuses progressives. On a pu ainsi isoler 4 souches 
différentes. 3 se sont révélées virulentes pour le lapin et présen- 
taient les caractéres du type dovin; l'autre était une souche 
humaine. 

On a pu découvrir lorigine de linfection bovine. Elle prove- 
nait de ce que, dans la méme étable, il y avait des animaux 
inoculés avec des bacilles bovins. Les cages qui les contenaient 
furent éloignées et, six mois apres, l'infection avait cessé de se 
manifester par de nouveaux Cas. 

Pas un seul cobaye ne fut trouvé malade dans le vaste groupe 
des inoculés avec R, qui se trouvaient logés dans des chambres 
isolées des précédentes. 

Par conséquent il n’est pas douteux qu'il s’agissait ici d'une 
infection spontanée qui, pendant plus de douze ans, est venue 
troubler les résultats des expériences faites au laboratoire de 
Saranac. 

D’ailleurs, Donald E. Cummings a fait involontairement une 
inléressante contre-épreuve. Ayant inoculé des poussiéres 
inertes (sable fin, amiante stérilisée) & un lot de cobayes, il se 
trouva que, dix mois plus tard, 2 de ces animaux succombérent 
avec des lésions de tuberculose généralisée, et les bacilles 
isolés de ces lésions étaient d’origine bovine, alors qu'un 
troisiéme cobaye, qui avait inhalé des poussiéres de quartz 
et qui se trouvait dans un lot de plusieurs centaines d’animaux 
soumis 4 la méme épreuve, s’était infecté avec un bacille de 
type humain. 


Il est évident que si les contaminations spontanées sont si 
fréquentes dans ies étables ou dans les cages des laboratoires 
Trudeau a Saranac, et Henry Phipps & Philadelphie, c’est que 
les précautions prises pour les éviter sont insuffisantes. Donald 
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E. Cummings nous avertit que, désormais, on prendra soin de 
loger dans des quartiers séparés les animaux inoculés avec des 
bacilles bovins ou humains virulents, et que tout au moins les 
cages des animaux infectés seront placées au-dessous de celles 
des animaux neufs, afin d’empécher que ceux-ci soient souillés 
par les litiéres. 

Nous croyons, pour notre part, que ces mesures ne suffisent 
pas. Lorsgu’on fait des recherches sur les diverses tuberculoses, 
il importe de se placer dans des conditions telles que les con- 
taminations fortuites entre animaux soient rendues impossibles, 
et il est au moins recommandable de ne pas choisir, pour de 
telles recherches, des laboratoires immédiatement voisins d'un 
sanatorium ou d’un hépital de tuberculeux. I] faut aussi veiller 
ace que les animaux destinés aux expériences ne soient pas 
nourris avec des déchets d’alimentation des malades, ou avec 
de lherbe quia pu étre souillée par des expectorations bacilli- 
feres. I] faut enfin faire en sorte que le personnel qui soigue 
ces animaux et celui qui dessert le laboratoire soient, autant 
que possible, composés de sujets qui ne présentent pas de 
lésions tuberculeuses révélables par les examens cliniques, 
radiologiques et bactériologiques. C'est ce que nous nous 
sommes efforcés de réaliser dans les laboratoires de recherches 
sur la tuberculose qui ont été aménagés a l'Institut Pasteur de 
Paris. 


Quand on a pris connaissance de ce qui précéde, on ne peut 
vraiment qu’étre surpris de la légéreté avec laquelle certains 
expérimentateurs se sont cru autorisés a affirmer que le BCG 
n’était pas une souche d’alténuation stable et quil pouvait, 
dans lorganisme des sujets vaccinés, redevenir virulent. Ils 
ont basé Jeur affirmation sur ce que, parmi un grand nombre 
d’animaux, Japins ou cobayes, inoculés par eux sans le moindre 
incident avec des cultures de BUG, ils ont parfois rencontré, — 
trés exceptionnellement dailleurs, — un animal porteur de 
lésions tuberculeuses généralisées ou progressives, réinucu- 
lables. 

C'est ce qui est arrivé & E. A. Watson, du laboratoire des 
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services vétérinaires de Hull (Québec, Canada) en 1928; la 
méme année a 3S. A. Petroff, de Saranac; plus récemment a 
Kirchner et Tiedemann, de Hambourg; & Sasano et Medlar, du 
Mount-Gregor Sanatorium (N. Y.); & Dreyer et Vollum, 
d'Oxford; A Seiffert, de Fribourg-en-Brisgau. Or, aucun de ces 
expérimentateurs n’avait pris les précautions que nous savons 
étre indispensables pour éviter les contaminations d’étables ou 
de cages. 

Tres certainement, leurs cas « exceptionnels » élaient dus, — 
comme l’ont d’ailleurs dit Neufeld, Bruno Lange, W. Kolle, 
F. Gerlach, qui en ont observé de semblables, — a des infec- 
tions dites « spontanées », tantdt d’origine bovine, — par 
exemple chez le lapin de Seiffert, — tantét d’origine humaine, 
comme dans les expériences de dissociation de S. A. Petroff. 

S’il en edt été autrement, si le BCG pouvait réellement rede- 
venir virulent dans l’organisme des animaux, on |’aurait maintes 
fois constaté dans les milliers d’expériences faites depuis huit 
ans dans les laboratoires du monde entier. Or, les bactériolo- 
gistes les plus qualifiés, les plus habitués aux recherches sur la 
tuberculose, ne sont jamais parvenus a restituer au BCG les 
propriétés pathogénes du bacille bovin virulent dont il est issu. 


La conclusion pratique qui se dégage de tous ces faits est 
que, si l’on ne prend pas de rigoureuses précautions pour s’en 
défendre, les infections spontanées peuvent fausser les résultats 
des expériences. Nous savons maintenant qu’elles sont bien 
plus fréquentes que nous ne l’avions cru précédemment, et 
que, si elles passaient presque toujours inapercues, c'est parce 
que, chez les rongeurs de laboratoire et chez les autres especes 
animales sensibles, — comme dans l’espéce humaine, — elles 
ne manifestent leurs effets quaprés un délai beaucoup plus 
long que ne le comporte d’ordinaire la conservation des ani- 
maux inoculés, et qu’elles peuvent également, comme dans 
l'espéce humaine, déterminer soit des formes de tuberculose 
évolutive, progressive, soit des états d’allergie générateurs 
d’immunité ou de résistance aux surinfections. 
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Tout cela nous explique que, lorsque des cobayes ou des 
lapins neufs sont placés dans une méme cage, en contact avec 
un animal atteint de tuberculose ouverte ou fermée, les uns 
s'immunisent, tandis que d’autres s’infectent plus ou moins 
gravement. C'est exactement ce qui s’observe dans la contagion 
familiale qui frappe certains membres de la famille d'un tuber- 


culeux, alors que d’autres, qui ont eu le temps de s’immuniser, 
restent indéfiniment indemnes. 


Contrairement a l’hypothése émise récemment par A. Lumiére 
(de Lyon), il n’y a done aucune différence fondamentale entre 
le cobaye, le lapin, les autres animaux sensibles et l'homme, 
vis-a-vis de la contagion bacillaire. Tous sont « spontanément 
tuberculisables » lorsque, n’étant pas déja rendus résistants aux 
surinfections par une Jégére infection antérieure, — ou par la 


prémunition conférée par le BCG, — ils se trouvent exposés a 
des contaminations virulentes. 
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LA METHODE D’HEMOCULTURE 
DU VIRUS TUBERCULEUX ET SES RESULTATS 


par le professeur E. LOEWENSTEIN. 


(Institut sérothérapeutique de I’Etat, Vienne.) 


La présence du virus tuberculeux dans le sang circulant a_ 
été déja établie par Villemin par deux expériences positives. 
Mais ce nest que trente ans plus tard que cette question a été 
de nouveau étudiée, et d’abord par l’école de Lyon. S. Arloing, 
Jules et Paul Courmont, Lesieur, Gary, Bergeron, Jousset ont 
fait des travaux sur ce sujet, mais a cette époque la technique 
de la mise en évidence des bacilles de Koch n’avait pas encore 
fait assez de progres. 

Depuis 1904, je m’occupe de la recherche du virus tubercu- 
leux dans le sang. Dans un mémoire paru en 1905, et qui avait 
pour titre : « La seplicémie dans la tuberculose », j’ai rappelé 
tout ce qui avait été publié jusqu’alors en cette matiére, et 
c étaient presque uniquement des travaux frangais. 

En 1912, Liebermeister a essayé de résoudre ce probléme au 
moyen de la méthode de Schnitter-Ziehl-Neelsen ; mais cette 
méthode de coloration apparut infidéle : le sang de personnes 
saines donnait parfois des résultats positifs, tandis que le 
sang de personnes tuberculeuses était souvent négatif. 

Aprés d’innombrables essais effectués en vain, sur lesquels 
je ne m’étendrai pas ici, je reconnus que la culture des bacilles 
de Koch du sang n’exigeail pas seulement une technique spé- 
ciale, mais aussi des mullet trés particuliers. 

Je me borne a décrire ici ma méthode actuelle. 


TECHNIQUE DE PREPARATION DU MILIEU DE CULTURE, 
D APRES LOEWENSTEIN. 


Pour cette préparation, j’emploie : 
4° 20 ceufs soigneusement nettoyés par immersion d'une 
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demi-heure dans de l’eau savonneuse tiéde additionnée de 
5 p. 100 de carbonate de soude. 
2° Une solulion-mére d’asparagine : 


Asparagine (Merck), en grammes. ....-.--.-.-+.-:+- 3 
PhO‘HK? (phosphate de potassium Merck), en grammes . 4 
Citrate de soude (Kahlbaum), en grammes ........- 
Sulfate de magnésium pur cristallisé (Kahlbaum), cn 


BYAMMES! vcc.e ee! eee ee. eee ee eee a 4 
Glycérine pure a 30° B. (Kahlbaum), en centimétres cubes. 60 
Eau distillée; en centimetres cubes 5) 2s...) a7) ee 1.000 


Cette solution est stérilisée pendant deux heures dans la 
vapeur d’eau fluente. Elle est trés stable. 

3° Fécule de pommes de terre. 

4° Rouge Congo (Griibler, Leipzig). Solution aqueuse a 
2 p. 100, stérilisée pendant un quart d’heure a l’autoclave. 

5° Vert malachite (Griibler, Leipzig). Solution aqueuse a 
2 p. 100, stérilisée dans la vapeur fluente pendant deux heures. 

A 600 cent. cubes de solulion-mére d’asparagine, on ajoute 
10 cent. cubes d'une solution & 50 p. 100 de fécule de pommes 
de terre et 60 cent. cubes de jus pressé de tomates stériles. Ce 
mélange est cuit pendant deux heures au bain-marie. 

Aprés refroidissement a 50°C, on ajoute 16 ceufs et, en plus, 
le jaune seul de 4 wufs. Puis on agite fortement ce mélange et 
on l’additionne de 20 cent. cubes de solution de rouge Congo. 

Aprés nouvelle agitation, on filtre sur quatre couches de 
gaze. 

Ensuite, on répartit en tubes stériles. La coagulation se pro- 
duit pendant le chauffage & 75-80° dans la vapeur fluente. On 
porte les tubes & l’étuve et, le lendemain, on chauffe de nou- 
veau pendant deux heures a 75-80°. 

Pour le capuchonnage des tubes, on emploie la cellulose. 

Les milieux de culture doivent étre préparés depuis moins 
de deux semaines et conservés & l’obscurité. 


ENSEMENCEMENT DES MILIEUX DE CULTURE. 


On préléve le sang stérilement dans un tube a effilure con- 
tenant 3/10 de cenlimétre cube d'une solution a 10 p. 100 


de citrale de soude. On tient le tube & effilure aussi verticale= 


oe 
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ment que possible, de sorte que le sang coule directement dans 
la solution citratée. Lorsque la prise de sang est suffisante, on 
scelle l’effilure du tube el on mélange par agitation le sang et 
la solution citratée. On enléve alors le plasma avec une 
pipette a boule; on agite fortement ce qui reste et on le transvase 
aseptiquement dans des tubes centrifugeurs stériles préalable- 
ment garnis d’eau stérilisée. Si l’on a plus de 5-10 cent. cubes 
de sang, on divise cette quantité en deux moitiés dans des 
tubes centrifugeurs différents. Ceux-ci sont fermés su moyen 
d'un solide bouchon de cellulose et centrifugés. S’il arrive 
qu'un bouchon soit mouillé, il faut le remplacer par un nou- 
veau bouchon stérile. 

On rince le tube & prise de sang avec 1-3 cent. cubes d’eau 
stérilisée en agitant fortement; celte eau de ringage est versée 
dans le méme tube centrifugeur garni de quelques centimétres 
cubes d’eau stérilisée. Si le sang ne se réparlit pas également 
dans le liquide, il faut l’agiter avec une pipetle stérile pour 
accélérer l’hémolyse. 

On centrifuge ensuite pendant vingt minutes a 1.300- 
1.500 tours. Puis on décante soigneusement le liquide en ne 
touchant pas au sédiment. 

On lave encore une fois ce sédiment, d’'abord avec quelques 
centimétres cubes d’eau stérilisée; on agite fortement et on 
compléte avec d’autre eau stérilisée, puis on centrifuge de 
nouveau. Si le sédiment n'est pas encore débarrassé d’hémo- 
globine, il faut le laver et centrifuger encore une fois. Le sédi- 
ment a une couleur grise s'il est bien privé d’hémoglobine, 
mais une couleur faiblement rougedtre est sans importance. 
Ordinairement, deux lavages sont suffisants. Si, aprés avoir 
été lavé deux fois, il reste encore des caillots de sang, il faut 
les enlever. Si les caillots sont trop abondants, | échantillon 
ne doit pas étre utilisé. 

On incorpore alors le sédiment pendant trois minutes dans 
1-2 cent. cubes d’acide sulfurique (15 cm? SO‘H?+ 100 em? H?0) ; 
on agite vigoureusement le mélange et, aprés lrois minules, on 
ajoute de l’eau. distillée, tout en continuant a agiler. Ensuite, on 
centrifuge pendant quinze minutes. Aprés avoir lavé encore une 
fois le sédiment avec la méme quantité d’eau distillée, et apres 
avoirde nouveau centrifugé, le sédiment est prét a étre ensemencé. 
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Finalement, on introduit dans le tube 1/2 a 4 cent. cube 
d’eau distillée qu’on agite fortement pour laver les restes du 
sédiment. 

L’ensemencement des milieax de culture ne doit pas étre fait 
avec une anse de platine, mais seulement avec des pipettes non 
calibrées, stériles, de 4 & 2 millimétres de diamétre. 

Tout le sédiment est distribué sur la surface de 3 a 4 tubes de 
culture, réguliérement et également, sans égratigner la surface. 

Les tubes de culture, fermés hermétiquement avec de la cire 
a ecacheter, sont maintenus inclinés pour que le sédiment 
introduit ne s'accumule pas dans le fond. Sil y a seulement la 
moindre solution de continuité dans la fermeture, le milieu de 
culture devient sec et rien ne peut se développer : cest 1a la 
cause la plus fréquente des insuccés. 

Les tubes restent dans cette posilion, soit & la température 
de la chambre, préservés de la lumiére par une couverture, ou 
a l’étuve, jusqu’au lendemain. On les porte alors a la tempé- 
rature de 38°, dans des paniers verlicaux. Le développement a 
généralement lieu en trois & quatre semaines. Le reliquat du 
sédiment doit étre employé a faire un examen microscopique 
direct : coloration par Ziehl-Neelsen. 

Pendant toute l’exécution de ces manceuvres, on doit tra- 
vailler avec des instruments stériles; flamber toujours le 
rebord des tubes a centrifuger et celui du ballon d’eau distillée. 
Les tubes & centrifuger doivent toujours étre obturés avec des 
bouchons de cellulose. 

Grace & cette méthode d’hémoculture, les faits suivants ont 
été constatés des milliers de fois : 

1° On peut cultiver les bacilles de Koch de toutes les formes 
connues jusqu’alors de la tuberculose, soit qu'il s’agisse d’une 
localisation pulmonaire ou osseuse, cutanée, oculaire, ou 
d'une tuberculose du syst¢me uro-génital. 

Mais la bacillémie s'observe seulement st la maladie est pro- 
gressive. Si le processus est stationnaire, la culture peut étre 
négative. On découvre la bacillémie trés tot, 4 un stade ow les 
symptémes cliniques manquent encore et ot, par exemple, 
l'examen aux rayons X est encore négatif. 

La cuti-réaction tuberculinique peut étre négative alors qu’il 
existe des bacilles dans le sang, parce que la cuti-réaction est 


METHODE D'HEMOCULTURE DU VIRUS TUBERCULEUX 165 


une méthode indirecte, tandis que la ‘culture des bacilles du 
sang est une méthode directe. 

2° Dans le cadavre, on trouve la tuberculo-bacillémie, d’aprés 
les recherches de Maresch, seulement dans les cas ow les 
sujets sont morts de tuberculose, tandis que lorsque la tuber- 
culose était incidemment découverte ou lorsqu’elle était 
absente, nous n’avons jamais obtenu, sur environ 2.000 cas, 
un seul résultat positif. Cette constatation est une preuve que 
la tuberculo-bacillémie ne peut pas étre envisagée comme une 
infection « de sortie », comme l’ont considérée Troisier et de 
Monaldi, Sergent. 

3° La tuberculo-bacillémie se rencontre aussi chez des 
malades souffrant de polyarthrites aigués ou chroniques. 
Poncet a, ie premier, signalé le rdle du bacille de Koch dans 
l'étiologie de cette maladie. Reitter et moi-méme avons pu 
confirmer cette découverte de Poncet par des expériences irré- 
futables. Par plus de 3.000 examens, nous avons pu prouver 
que, chez au moins 70 p. 100 de ces malades, des bacilles de 
Koch virulents circulent dans le sang. 

La culture et infection de cobayes ont été faites simultané- 
ment dans 40 cas, et dans 13 on obtint le méme résultat ; alors 
que, dans 26 cas seulement, la culture fut positive, l’inoculation 
aux cobayes ne le fut que deux fois. Dans les sérosités des arti- 
culations on put aussi constater, par la coloration et par la 
culture, la présence de bacilles de Koch, ce que déja Poucet 
avait réussi & démontrer par |’infection de cobayes. Les bacilles 
se trouvent tres nombreux au commencement de Ia fiévre et 
pendant l’acmé de celle-ci; ils disparaissent lentement pen- 
dant la guérison et réapparaissent de nouveau dans le sang 
lors de chaque récidive. 

4° Dans les cas de chorée, on trouve aussi des bacilles de 
Koch dans le sang, mais seulement au début de la maladie. 

5° Depuis longtemps, les psychiatres francais et Wagner- 
Jauregg ont pensé qu'il existait des rapports entre la démence 
précoce et la tuberculose. Cette thése est confirmée par mes 
constatations. Dans la démence précoce, les bacilles de Koch 
se rencontrent quelquefois en quantité si grande dans le sang 
que la coloration du sédiment par le Ziehl-Neelsen suffit pour 
les découvrir en abondance. 
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Dans le liquide cérébro-spinal de sujets atteints de démence 
précoce, j’ai pu également démontrer, avec le professeur 
Taussig, de Prague, qui a bien youlu m’envoyer des échan- 
tillons de ses prélévements, la présence de bacilles de Koch. 

6° Dans la sclérose en plaques, je n’en ai trouvé que dans 
20 p. 100 des cas que j’ai pu étudier. 

7° Les résultats positifs dans la néyrite rétro-bulbaire, 
phase précoce de la sclérose en plaques, étaient plus fréquents ; 
en examinant histologiquement le nerf optique, on y décou- 
vrait des bacilles de Koch typiques. Jusqu’a présent, ce fait 
reste inexplicable. Il appelle de nouvelles recherches. 

8° Les tuberculoses cutanées, et spécialement le Jupus éry- 
thémateux, sont particulitrement favorables 4 la recherche de 
la bacillémie. On réussit parfois 4 découvrir les bacilles de 
Koch directement par la coloration du sédiment du sang au 
Ziehl-Neelsen, mais naturellement on a de bien meilleurs résul- 
tats par la culture, surtout si l’on peut répéter trois ou quatre 
fois le méme examen. 

9° La tuberculose oculaire est aussi parfois accompagnée de 
bacillémie. Les phlycténes, la sclérite, l’iritis, la choroidite, 
les hémorragies du corps vitré sont souvent de nature tubercu- 
leuse. Méme dans 2 cas d’énucléation pour ophthalmie sympa- 
thique, j’ai également réussi & trouver dans les yeux et dans 
le sang des bacilles de Koch JI/ existe done des bacilles non 
seulement dans le sang, mais aussi directement dans le foyer de 
la maladie. : 

10° La tuberculose inflammatoire est une manifestation 
évidente de l’infection bacillaire tout aussi strement que le 
tubercule. Ces deux manifestations sont seulement des phases 
différentes facultatives, et non obligatoires, dans le cycle de 
Pévolution tuberculeuse. 

On nest donc fondé a exclure linfection tuberculeuse 
qu’aprés avoir étudié par ma méthode de culture le sang et les 
organes. 

Il est certain que ces nouveaux faits sont les premiers jalons 


indiquant une route qui nous conduit dans un pays jusqu’alors 
inconnu. 


ETUDES SUR L’ULTRAVIRUS TUBERCULEUX 


(DEUXIEME MEMOIRE) 
LES PROTOGENES DU VIRUS TUBERCULEUX, 


par G. SANARELLI et A. ALESSANDRINI 


Unstitut @Hygiene de Université de Rome.) 


(AvEc LES PLANCHES J, II, III tt 1V.) 


I. — Action pathogéne du virus tuberculeux ultrafiltré 
spontanément in vitro. 


Dans un précédent mémoire (1), nous avons démontré que 
lultravirus tuberculeux — expression ultramicroscopique d’une 
phase particuliére du cycle du développement du bacille de 
Koch, signalée la premiére fois par les expériences de A. Fontes — 
traverse d’une facon réguliére les ultrafiltres de collodion placés 
dans le péritoine des cobayes. 

Nous avons voulu vérifier si l’on pouvait aussi obtenir les 
mémes résultats 7 vitro, c’est-a-dire par l’introduction des 
sacs de collodion, non dans l’organisme vivant, mais dans un 
milieu nutritif approprié. 

On sait que la confection de nos sacs bacilliféres peut étre 
faite avec de telles garanties d’asepsie qu'il est possible de les 
immerger immédiatement dans des tubes de bouillon ou de 
liquide de Sauton. Malgré leur long séjour dans le milieu de 
Sauton, nos sacs, remplis & demi de cultures de bacilles tuber- 
culeux, n'y déterminent aucun trouble. Le liquide extérieur aux 
sacs reste toujours limpide. Une opacité, méme minime, devrait 
étre considérée comme un signe probable de contamination 
accidentelle. Les examens microscopiques du liquide, faits 


(1) Etude sur l’ultravirus tuberculeux. Premier Mémoire. Ces Annales, 1931, 
p. 144. 
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périodiquement, ne réyélent pas, en général, la présence 
d’éléments de nature microbienne. 

Une seule fois nous avons constaté, dans un tube, aprés 
vingt-six jours d’étuve, une trés légére opalescence, & peine 
visible a la lumiére électrique réfléchie, dans la chambre obs- 
cure. L’examen microscopique révéla en effet, dans le Sauton, 
la présence de granulations trés menues, isolées ou réunies en 
petits amas ou en chainettes minuscules, parmi lesquelles on 
décela quelques éléments bacilliformes, faiblement acido- 
résistants. Mais, au bout de peu de jours, le liquide se montra 
& nouveau limpide et on n’y a plus décelé de granulations. 
Celles-ci semblaient avoir définitivement disparu. 

Nous verrons, au quatri¢éme chapitre, que ce phénoméne 
étrange de cullures labiles peut se montrer parfois aprés l’en- 
semencement des premiers éléments visibles issus de l’ultra- 
virus tuberculeux. 

En avril-mai 1930 nous introduisimes, dans un certain 
nombre de tubes remplis de liquide de Sauton ou de bouillon 
glycériné, autant de sacs de collodion qui contenaient des 
hacilles tuberculeux provenant de jeunes cultures sur pomme 
de terre glycérinée. 

L’été survenu, et le liquide des tubes, apres plusieurs 
semaines de séjour dans l’étuve, se conservant toujours limpide 
a l'exception de l’opalescence éphémére dont nous avons parlé 
précédemment, — on décida d’en inoculer le contenu & des 
cobayes. On injecta donc une partie du liquide de Sauton extrait 
des tubes, dans le péritoine de trois groupes de cebayes. 


EXPERIENCES DU PREMIER GROUPE. 


Le premier groupe se composait de 4 cobayes (n° 457, 158, 159 et 160). On 
inocula les deux premiers animaux, l'un dans le péritoine et l’autre sous la 
peau, le 25 mai, avec 1 cent. cube de bouillon glycériné provenant d’un tube 
dans lequel un sac hacillifere était resté plongé pendant dix-neuf jours. Les 
deux autres cobayes furent inoculés, l'un dans le péritoine, l'autre sous la 
peau de l'aine, le méme jour, ayec 4 cent. cube de liquide de Sauton prove- 
nant d'un tube dans lequel un sac bacillifere était resté plongé pendant le 
méme laps de temps. 

Pendant les jours qui suivirent l'injection, ces cobayes continuérent a aug- 
menter réguliérement de poids et 4 ne présenter aucun symptéme suspect. 
Trois ont suryécu. 

Chez le cobaye n° 160, on constata, trente-neuf jours aprés linjection, un 
gonflement des ganglions de l’aine, spécialement 4 gauche, mais son poids 
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avait augmenté de 250 4 365 grammes. Cependant, le lendemain on décida de 
sacrifier animal. 

A Yautopsie on trouva, en effet, les ganglions inguinaux augmentés de 
volume, spécialement a gauche ; dans l'un d’eux il y avait une légére hémor- 
ragie. Un ganglion rétro-vésical était un peu gros; la rate quelque peu volu- 
roineuse et friable. Dans le péritoine, il y avait une certaine quantité de séro- 
sité sanguinolente. 

L’examen microscopique réyéla seulement, dans un ganglion inguinal 
gauche, de petits éléments réunis parfois en petits amas acido-alcoolo-résis- 
tants (Pl. 4, fig. 4). 

L’émulsion de pulpe de la rate a été injectée sous la peau de la face interne 
de la cuisse d'un cobaye neuf de 2{5 grammes, qui a survécu. 


EXPERIENCES DU DEUXIEME GROUPE. 


Deux cobayes (n° 179 et n° 180), chacun de 300 grammes, furent inoculés, 
le 6 juin 1930, le premier dans le péritoine, le second sous la peau, avec 
5 cent. cubes de liquide de Sauton extrait de tubes dans lesquels des sacs 
bacilliféres étaient restés plongés péndant vingt-cing jours. Le cobaye n° 180 
augmenta progressivement de poids et a survécu. Le cobaye n° 179 aug- 
menta, lui aussi, de poids, mais plus lentement ; ensuite, il déclina et enfin il 
succomba au bout de quatre mois environ. 

COBAYE N° 179, COBAYE N° 180 


(injecté (injecté 

dans le péritoine) sous la peau) 

en grammes en grammes 
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A lautopsie du cobaye 179, on rencontra um tableau anatomique identique 
a celui du précédent cobaye 160, : ganglions inguinaux un peu grossis mais 
non caséifiés, spécialement a gauche; rate grossie et friable; sérosité san- 
guinolente dans le péritoine; ganglions rétro-vésicaux et axillaires gauches 
quelque peu grossis; urine albumineuse ; absence de tubercules; présence 
de rares bacilles acido-résistants dans les ganglions del’aine et de l’aisselle. 

Apres: broyage avec du sable stérilisé, on injecte, le méme 4 octobre, 
5 cent. cubes d’une émulsion des différents organes de ce cobaye, dans la 
région de l’aine du cobaye 276 et dans le péritoine du cobaye 277. Tous les 
deux pesaient le méme poids: 240 grammes. 

Le cobaye 277, apres une période d’oscillations du poids, finit. par survivre. 
Le cobaye 276 diminua de poids pendant quelques jours et ensuite il sembla 
augmenter régulitrement. En effet, le 17 décembre, c’est-a-dire soixante- 
treize jours apres l’injection, il pesait déja 400 grammes et le 1" janvier 
465 grammes. Mais a partir du 15 janvier, son poids commenga a décliner 
lentement ; le 1°* février il était de 420 grammes, et cing jours apres, c’est- 
a-dire quatre mois aprés Vinoculation, animal succomba ; il pesait alors 
320) grammes. 
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COBAYE 276 CORAYE 277 
(inoculé (inoculé — 
dans |’aine) dans le péritoine). 
en grammes en grammes. 
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A lautopsie du cobaye 276, on trouva une tuberculose généralisée, clas- 
sique, avec des ganglions lymphatiques casé¢ifiés, diss¢mination de nombreux 
tubercules dans la rate, le foie, les poumons. Partout une grande quantité 
de bacilles tuberculeux. 


EXPERIENCES DU TROISIEME GROUPE. 


Le 17 juin 1930 on inocula, dans le péritoine de 6 petits cobayes désignés 
par les nes 195 (310 gr.), 196 (320 gr.) 197 (245 gr.), 198 (265 gr.), 199 (250 gr.) et 
200 (275 gr.), A chacun 10 cent. cubes de liquide de Sauton extrait de tubes 
dans lesquels étaient restés plongés respectivement, pendant quarante et un 
a quarante-neuf jours, autant de sacs bacilliféres. Dans aucun de ces tubes, 
on n/avait décelé le moindre développement de germes. 

A lVexception des cobayes 197 et 200, tous les autres, aprés des variations 
plus ou moins transitoires de leur poids, survécurent, atteignant respecti- 
vement, un an aprés l inoculation, les poids suivants ; 1.150 grammes, 
760 grammes, 765 grammes, 950 grammes. Voici histoire de 2 cobayes qui 
ont succombé : 

Le cobaye 197 (245 gr.) n’avait donné, pendant longtemps, aucun signe 
de malaise. Bien plus, son poids avait continué de s’accroitre. Au 
bout d'un mois, l’animal pesait 310 grammes; au bout de deux mois, 
325 grammes ; au bout de quatre mois, 465 grammes; au bout de sept mois 
environ, le 12 janvier 1931, 550 grammes. Mais 4 partir de ce dernier jour, le 
poids alla en diminuant rapidement et la mort suryint le 9 février, huitmois 
environ aprés linoculation; le poids était tombé a 383 grammes. A l’autopsie> 
on trouva: des nodules caséeux sous la peau de l’abdomen, au niveau du 
point d'inoculation; sérosité péritonéale sanguinolente; entérite intense; rate 
tres grossie, avec inlense réaction folliculaire ; foie augmenté de volume; 
bile sanguinolente 4 réaction acide ; poumons en grande partie caséifiés et 
fortement adhérents au péricarde; péricarde enveloppé complétement d’une 
couche fibrineuse mince et rugueuse; les deux surfaces internes péricardiques 
étaient soudées entre elles; les cavités de la plévre, spécialement celle de 
droite, se montraient pleines de sérosité sanguinolente (5 cent. cubes envyi- 
ron); reins avec des zones de dégénérescence ; capsules surrénales conges- 
tionnées ; urine fort acide et albumineuse ; contenu de l’estomac acide; gan- 
glions lymphatiques trachéo-bronchiques bilobés, de la grosseur d’un 
haricot, partiellement caséifiés. Pas de tubercules. L’examen microscopique 
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révéla dans les ganglions trachéo-bronchiques beaucoup de granulations et 
‘de rares bacilles acido-alcoolo-résistants. Les cultures sur les milieux ordi- 
naires révélérent, dans les organes et dans le sang, la présence de staphylo- 
coques et de B. coli. L’épanchement pleural renfermait seulement des staphylo- 
coques en culture pure ; ce qui amena a supposer comme tardive l’invasion 
par le coli-bacille, peut-étre au cours de la dernitre phase du processus 
morbide. On diagnostiqua une polysérite hémorragique par ultravirus, avec 
réaction folliculaire intense de la rate et nodules caséeux des ganglions 
trachéobronchiques. 


Une telle issue si rapidement mortelle chez un cobaye qui, 
d’aprés la courbe de son poids, sembiait avoir résisté 4 l’inocu- 
lation virulente, peut étre attribuée, avec quelque probabilité, a 
invasion soudaine par une infection & staphylocoques. L’ap- 
parition de cette infection de sortie anergisante a, trés proba- 
blement, anéanti Ja résistance de l’animal et rendu celui-ci 
plus sensible a l’action de l’ultravirus, qui a pu ainsi agir avec 
toute sa virulence spécifique, c’est-a-dire phlogogéne et caséo- 
géne, quoique non tuberculigéne. L’associalion microbienne 
seconde explique la gravilé exceptionnelle du tableau anato- 
mique constaté & l'autopsie. 


T.es 5 cent. cubes d’exsudat pleural obtenus de ce cobaye 197 furent injec- 
tés, le 9 février 1931, dans le péritoine du cobaye 303, de 335 grammes. Le 
poids de cedernier animal alla progressivement en augmentant durant plu- 
sieurs mois, jusqu’a atteindre 750 grammes. La mort survint le 5 novembre, 
c’est-a-dire aprés neuf mois environ.Al’autopsie, on rencontratousles ganglions 
(inguinaux, axillaires, rétro-vésicaux et trachéo-bronchiques) grossis et en 
partie caséifiés ; rate grossie et parsemée de tubercules; foie avec quelques 
petits tubercules ; poumons parsemés, eux aussi, de tubercules. Dans les 
ganglions et la rate, nombreux bacilles acido-résistants typiques. L’animal 
présentait donc le tableau de la tuberculose généralisée classique. 

Pourtant, un second cobaye n° 304 (de 345 gr.), inoculé dans laine avec 
une émulsion des organes du cobaye 197 (qui contenaient d’ailleurs des sta- 
phylocoques et des B. coli), résista a V’infection. Il succomba au bout d'un an 
et cent sept jours, galeux, dune infection colibacillaire de sortie. 

Un troisiéme cobaye n° 306 (de 420 grammes), inoculé dans le péritoine 
avec 1 cent. cube de sérosité péritonéale du cobaye 197, sérosité contenant 
des staphylocoques et des B. coli, résista; dix-sept mois aprés il était encore 
vivant et pesait 785 grammes. 

Le cobaye femelle n° 200, aprés l'injection péritonéale de 10 cent. cubes de 
liquide de Sauton virulent, augmenta, lui aussi, progressivement de poids ; 
apres six mois, il avait atteint 780 grammes. Mais, le 1°" janvier 1931, 
Vanimal mit bas des foetus, qui n’ont pas survécu, et son poids commenga a 
diminuer progressivement. Le 5 février, deux cent trente-quatre jours aprés 
Vinjection, l’animal succomba en état de cachexie, pesant 350 grammes. 

A lautopsie, on trouva les ganglions inguinaux grossis et en partie caséifiés ; 
les ganglions trachéo-bronchiques de la dimension d’un pois et caséifiés 
partiellement; épaississement de la séreuse péritonéale, phlogosee et conte- 
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nant de la sérosité sanguine; rate fort grossie, avec réaction folliculaire 
intense; urine albumineuse; absence de tubercules. Cultures sur les milieux 
ordinaires négatives. Microscopiquement, éléments granuleux et bacillaires 
acido-alcoolo-résistants dans les ganglions et la rate. 5 cent. cubes d’émul- 
sion de ganglions, foie, rate et reins, furent injectés dans la cuisse du 
cobaye 294 (245 grammes) qui mourut le 10 mai (apres trois mois environ}, 
présentant un amaigrissement marqué et, a l’autopsie, le tableau typique de 
la tuberculose expérimentale, c’est-a-dire avec dissémination de tubercules 
dans les différents organes et nombreux bacilles acido-résistants. 


Ce protocole démontre la faible action pathogéne exercée par 
une injection de matériel contenant cerlainement de lultra- 
virus. Chez le cobaye 197, la résistance organique avait été 
vaincue par une brusque infection staphylococcique anergisante 
de sortie. Chez le cobaye 200, le déclin et l’effondrement de la 
résistance furent causés par l’avortement survenu plus de six 
mois aprés inoculation de l’ultravirus. 

En résumé, dans le premier groupe de nos expériences, la 
dose injectée (1 cent. cube) de liquide de Sauton avait proba- 
blement été trop faible. Chez un seul cobaye, on observa l'appa- 
rition de manifestations spécifiques, dont la nature a pu étre 
vérifiée seulement aprés avoir sacrifié l’animal. A l’autopsie, on 
trouva, en effet, des signes non douteux d’une infection gan- 
glionnaire typique par ultravirus, d’intensité moyenne, mais 
avec la seule présence d’éléments bacilliformes acido-résistants. 
On peut admettre que, si l'on nett pas sacrifié ce cobaye, il 
aurait survécu comme les autres. 

En effet, la réinoculation du matériel chez un autre cobaye 
neuf ne donna aucun résultat. L’ultravirus ne posséde qu'un 
faible pouvoir pathogéne et il tend & produire des infections 
légéres, quoique de longue durée et facilement surmontables 
par les animaux sains. 

Plus intéressant et démonstratif fut, au contraire, l'un des 
cas du deuxiéme groupe d’expériences. 

Un des deux cobayes inoculés avec 5 cent. cubes de Sauton 
virulent succomba au bout de quatre mois environ, avec le 
tableau typique de la tuberculose ganglionnaire par ultravirus, 
c’est-a-dire sans tubercules. Mais la réinocuiation du matériel 
a unautre cobaye neuf détermina la mort de cet animal au 
bout de quatre mois avec le tableau classique de la tuberculose 
expérimentale généralisée. 
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Encore bien plus importants et démonstratifs furent les résul- 
tats du troisiéme groupe d’expériences, dans lesquelles on 
employa une dose plus grande (10 cent. cubes) de Sauton 
virulent. 

Des 6 cobayes inoculés, 2 succombérent. Le premier (n° 197) 
mourut au bout de huit mois, avec le tableau caractéristique 
de la tuberculose par ultravirus, type Calmette-Valtis. Le second 
(n° 200) succomba, lui aussi, huit mois aprés, avec le tableau 
anatomique de la polyadénite et de la sérosité spécifiques, avec 
présence de bacilles acido-résistants. Méme dans ce cas, la 
réinoculation du matériel & d’autres cobayes provoqua, aprés 
plus de trois mois, la mort de ces animaux, avec le tableau 
classique de la tuberculose généralisée. 

Il est peut-étre utile de rappeler que les infections paucibacil- 
lavres, et méme les uwnibacillaires |Wamoscher] (1), produisent 
toujours, chez les cobayes, la tuberculose typique : jamais la 
tuberculose alypique. 

De l'ensemble des expériences relatées dans ce chapitre, on 
peut donc tirer les conclusions suivantes : 

1° {1 est démontré que, sans qu’on emploie aucune pression 
ou aspiration, l’ultravirus tuberculeux peut traverser sponta- 
nément, in vitro, les parois des ultrafiltres de collodion ; 

2° L’ultravirus qui a traversé les espaeces intermicellaires 
des parois des sacs bacilliféres de collodion, qui ont séjourné 
pendant quelques semaines dans le liquide de Sauton, peut 
rendre ce liquide virulent; 

3° Mais quelle que soit la quantité de ce liquide virulent que 
lon inocule aux cobayes, ces animaux succombent en présentant 
le tableau anatomique et bactérioscopique de Jinfection aty- 
pique par l'ultravirus, savoir une tuberculose ganglionnaire 
sans tubercules, type Calmette-Valtis; 

4° Une telle constatation confirme que, dans ces cas, le pro- 
cessus morbide et la mort des animaux relévent de l’action 
exclusive de l’ultravirus et non d’hypothétiques infections spé- 
cifiques accidentelles, paucibactllaires ou seulement wnibacil- 
laires, lesquelles provoquent, au contraire, BE Ot, des mani- 
festations de tuberculose classique; 


(4) Infektionsversuche mit einzelnen Tuberkelbazillen, durchgefiihrt mil 
der mikrurgischen Methode. Centr. fiir Bakter., 104, 1927, p. 86. 
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5° Cest seulement aprés des inoculations ultérieures aux 
cobayes neufs que l’on réussit a observer chez ceux-ci l’évolu- 
lion d’une tuberculose typique, c’est-a-dire caractérisée par 
Vapparition de véritables nodules tuberculeux dans les diffé- 
rents organes; 

6° La constatation que la plupart des cobayes inoculés avec 
du liquide de Sauton contenant de lultravirus survivent, et 
cet autre fait que certains cobayes résistent aussi a la réinocu- 
lation de matériel manifestement virulent, démontrent que les 
éléments d’ultravirus qui ont traversé les parois des sacs de 
collodion, se trouvent dans le liquide de Sauton extérieur, dis- 
persés et en quantité minime ou, ainsi qu'il a été démontré par 
de précédentes expériences d’autres auteurs, qu ils représentent 
un virus fort atténué; 

7° Liinfection par ultravirus, en cours de développement 
chez les cobayes, semble particuliérement favorisée, rendue 
plus grave et méme mortelle, par l’intervention d’une infection 
secondaire (a pyogenes), par l’accouchement et par l’avorte- 
ment, qui doivent étre considérés comme des causes anergi- 
santes. 


If. — Il a été jusqu’aujourd hui impossible 
dobtenir des cultures directes de lultravirus tuberculeux. 


De ces expériences, également, l’existence d'un ultravirus 
tuberculeux ressort de la facon la plus claire. Elle ne peut 
désormais permettre aucun doute. 

Il restait toutefois & obtenir, s'il était possible, la culture 
directe de cet ultravirus méme dans les milieux nutritifs arti- 
ficiels. 

On sait qu'un grand nombre de bactériologistes ont échoué 
dans leurs tentatives & cel effet. Personne n’a obtenu, jusqu’a 
présent, des cultures directes, durables et repiquables, in vitro, 
de filtrats tuberculeux. Toutefois, C. Ninni (1) a récemment 
démontré, le premier, au laboratoire du professeur Calmette, 
la possibilité d’oblenir des cultures tuberculeuses en par- 


(1) Culture de lultravirus dans l'infection tuberculeuse héréditaire. C. R. 
de la Soc. de Biologie, 28 mai 1932. 
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tant directement de lultravirus, par l’ensemencement, sur 
milieux &l’ceufet a lasparagine, de pulpe d’organes de fetus 
de cobayes infectés de tuberculose. D’autres expérimentateurs 
avaient aussi affirmé avoir obtenu, exceptionnellement, des 
cultures en partant d’organes et de produits pathologiques de 
cobayes inoculés avec des filtrats tuberculeux. Mais leurs résul- 
tals sont restés isolés. 

Au cours de nos présentes recherches, nous avons obtenu, 
mais trés rarement,-les cultures en question, par l'ensemence- 
ment de pulpe dorganes ou de pus vaséeux de cobayes morts 
aprés inoculation d’ultravirus de deuxiéme ou troisiéme pas- 
sage, 

D'abord, nous avons obtenu la culture par l’ensemencement, 
sur milieux a l’ceuf, de pulpe hépatique et splénique d’un 
cobaye mort trente-six jours aprés injection péritonéale d’un 
ultravirus de second passage. Au bout de trente-cing jours 
d‘étuve, on observa l’apparition de colonies typiques tubercu- 
leuses. Les repiquages successifs sur pomme de terre glycérinée 
donnérent de luxuriantes cultures tuberculeuses d’aspect ordi- 
naire. Une seconde fois, nous avons obtenu les mémes cultures 
sur milieux a l’ceuf ensemencés avec le pus caséeux d’un gan- 
glion trachéo-bronchique et avec le pus d'un abcés de la paroi 
abdominale d’un cobaye mort de tuberculose par ullravirus de 
troisiéme passage. Dans ces cultures, les colonies firent aussi 
leur apparition aprés un mois de séjour & |’étuve a 37°. 

Apres notre deuxieme communication faite & la Société de 
Biologie, le 14 février 1931 (1), dans laquelle nous relations ces 
résultats préliminaires, nous avons obtenu deux fois encore, a 
Yautopsie de cobayes morts par ultravirus de deuxiéme passage, 
des cultures typiques de bacilles tuberculeux. 

Le nombre des animaux ulilisés par nous pendant trois ans 
de recherches s'est élevé & plusieurs centaines. A chaque 
autopsie, nous pratiquions toujours plusieurs ensemencements, 
méme dans les milieux & |’ceuf de Dorset-Petroff, en modifiant 
parfois la composition de ceux-ci (par exemple, en en éliminant 
les couleurs d’aniline, en?y ajoutant de la purée de pomme de 
terre, de l’asparagine, des filtrats de B. mesentericus, du 


(14) Démonstration in vivo de Vultravirus tuberculeux. C. R. de la Soc. de 
Biologie, 106, 1931, p. 426. 
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lait, etc.) dans le but de les rendre plus propices a la culture de 
Pultraviras. 

Le pourcentage si minime d’isolements obtenus signifie donc 
que ce n'est que par exception qu'on réalise des conditions favo- 
rables et que celles-ci sont trés spéciales, difficiles 4 reproduire 
par les procédés habitucls. 

Mais tout cela ne doit point nous étonner. 

De l'ensemble de nos observations il ressort clairement 
que les éléments filtrables du virus tuberculeux se cul- 
tivent toujours difficilement, car ils sont extrémement déli- 
cats et leurs exigences biologiques ne sont pas encore bien 
connues. 

La fragilité de Jlultravirus tuberculeux est nettement 
démontrée aussi par son faible pouvoir pathogéne. Il s’agit 
d’un virus trés atténué. Si on Vinocule a petiles doses & des 
cobayes, il ne détermine ordinairement qu'un processus léger, 
non évolutif, ou méme éphémére. Il exerce une action mortelle 
seulement quand on | inocule en quantité, ou quand son action 
est continue, comme cela a lieu lorsque des sacs de collodion 
sont placés et laissés en permanence dans le péritoine, ou 
méme quand, & un moment donné, entre en scéne une infec- 
tion de sortie & marche lente et anergisante (staphylococcie) 
capable d’affaiblir la résistance physiologique des animaux 
déj& porteurs dultravirus. 

Méme si l'on utilise des animaux trés sensibles, comme les 
petits cobayes, les insuccés ne sont pas rares au cours des ino- 
culations en série. Quelques cobayes survivent méme aprés 
Pinjection de matériel virulent de premier, de deuxiéme et 
méme de troisiéme passage, c’est-a-dire dans les cas ot l’ultra- 
virus a déja été en contact avec les tissus de l’organisme et, 
par suite de conditions favorables, a déja acquis la forme bacil- 
laire et l’acido-résistance. 

Nous avons signalé un de ces cas dans le chapitre II de notre 
premier mémoire, & propos du cobaye 252 (de 350 grammes) 
qui résista a Vinjection de matériel provenant d'un cobaye 
mort par ullravirus de premier passage, mais qui, & l’autopsie, 
présentait déj& dans les organes des formes bacillaires acido- 
résistantes. 

Un deuxiéme cobaye (n° 251) inoculé en méme temps que le 
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précédent, avec la méme quantité de matériel virulent, suc- 
comba & une tuberculose type Calmette-Valtis en quatre- 
vingt-dix jours, bien qu'il présentat une taille plus développée 
que le premier animal. 

Une simple analyse de nos prolocoles d’expériences nous 
fait rencontrer, ca et 1a, quelques cobayes survivants dans des 
circonstances analogues. Ajoulons que, & cause de ces survi- 
vances, nous avons été obligés, parfois, d’interrompre des réino- 
culations en série. 


Par exemple : le 20 aowt 4930 on inocula 2 cobayes (n° 255 et 256) du poids 
respectif de 290 et 390 grammes, l'un au niveau de laine et l'autre dans le 
périloine, avec 5 cent. cubes d’émulsion de matériel tuberculeux provenant 
d'un cobaye (n° 209) mort cinquante-quatre jours aprés une injection d'ultra- 
virus de deuxiéme passage. Le matériel en question était constitué par des 
organes broyés (ganglions hypertrophiés, rate, épiploon avec tubercules), du 
pus caséeux, etc., contenant de nombreux bacilles tuberculeux. Les 2 cobayes 
survivent encore aujourd’hui (décembre 1932), depuis plus de deux ans. 

Une autre fois, le 6 juillet 1930, on inocula dans laine un petit cobaye 
(n° 243) de 275 grammes, avec l’émulsion de différents organes provenant d'un 
cobaye (n° 208) mort de tuberculose généralisée par ultravirus de deuxiéme 
passage Les organes présentaient des tubercules et étaient farcis de bacilles 
tuberculeux. Il s’agissait donc d’effectuer un troisitme passage de J'ullravirus 
déja deyenu tuberculigéne et nettement bacillaire Du 6 juillet 1930 au 
16 mai 1931, soit pendant une période de plus de dix mois, le cobaye aug- 
menta de poids jusqu’a atleindre 850 grammes. Au cours de cette période 
Vanimal a mis bas trois fois. Dix jours aprés la derniére mise bas, on 
pratiqua une intradermo-réaction, dont le résultat fut douteux. On sacrifia 
lanimal. A l’autopsie tous les organes étaient normaux. Il y avait seulement 
un peu de sérosité sanguinolente dans le péritoine et les ganglions semblaient 
quelque peu grossis, mais la recherche soigneuse d’éléments acido-résistants 
fut négative. Malgré cela on injecta une émulsion des ganglions dans le 
péritoine d'un autre cobaye (n° 312) de 256 grammes. Ce cobaye augmenta 
progressivement de poids jusqu’a alteindre 580 grammes au bout de six mois. 
On le sacrifia alors, mais l’autopsie fut complétement négative et de méme 
la bacilloscopie 

Nous avons rapporté un autre cas analogue dans le premier chapitre de ce 
mémoire (cobaye 277). 


Ces exemples, choisis parmi les plus démonstratifs, prouvent 
que, dans quelques cas, les moyens normaux de détense suf- 
fisent, méme chez des cobayes trés jeunes, pour annihiler, le 
pouvoir pathogéne déja peu marqué de lultravirus tubercu- 
leux, méme quand cet ultravirus a acquis depuis peu la forme 
visible bacillaire. 

De telles constataltions ne sont pas neuves. De Sanctis 
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Monaldi (1) et Saenz (2) avaient démontré, en 1929, que les 
éléments acido-résistants que l’on trouve dans l'appareil lym- 
phatique des cobayes inoculés avec des filtrats de produils 
tuberculeux peuvent disparaitre si les animaux survivent 
au dela de deux mois. Plus tard, Paisseau, Ducas et Weill (3) 
ont signalé l’existence de produits pathologiques riches en 
bacilles tuberculeux, mais incapables de tuberculiser les 
cobayes. 

En tenant donc compte de la fragilité remarquable de l’ultra- 
virus tuberculeux, nous fiimes amenés a admettre que pour 
réaliser sa culture il fallait employer des procédés différents 
de ceux ulilisés jusqu'a présent, méme par nous. 

De ces faits nous pouvons encore déduire que : 

1° Les éléments filtrables du virus tuberculeux et les pre- 
miéres formes élémentaires issues de ce dernier et devenues 
visibles dans les tissus des animaux se cultivent difficilement 
dans les milieux artiliciels, car ils ont des exigences biologiques 
particulitres et une extréme fragililé révélée aussi par un 
faible et inconstant pouvoir pathogéene ; 

2° Ce pouvoir pathogéne, méme si l'on inocule les cobayes 
avec un matériel contenant des formes typiques bacillaires et 
déja acido-résistantes, dérivées de lultravirus, se manifeste 
seulement, — et encore pas toujours, — au cours de passages 
successifs, de cobaye a cobaye; 

3° Cependant, dans quelques rares cas il a élé possible, en 
partant de lultravirus, d’obtenir des cultures positives par 
lensemencement, sur les milieux nulritifs qui servent pour la 
culture du bacille tuberculeux, de pulpe d’organes et de pus 
de cobayes inoculés avec un virus de deuxiéme ou troisitme 
passage. 


(1) Comportement de l'ultravirus tuberculeux dans l’organisme du cobaye. 
C. R. dela Soc. de Biologie, 4, 1929, p. 627. 

(2) Contribution a l'étude des éléments filtrables du virus tuberculeux, etc. 
C.R. dela Soc de Biologie, 4, 1929, p. 629. 

(3) Sur la non-tuberculisation du cobaye par l'inoculation de produits 
pathologiques humains bacilliféres. C. R. de la Soc. de Biologie, 407, 1931, 
p. 1104. 
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Ili. — L'emploi des sacs de collodion 
a double paroi rend possible l’obtention et la constatation 
par la vue des premiers éléments dérivés 
de l'ultravirus tuberculeux. 


1. — PripaRATION ET EMPLOI 
DES SACS DE COLLODION A DOUBLE PAROI. 


Dans le but de culliver directement lultravirus, nous avons 
done employé des sacs de collodion doubles, c’est-a-dire a 
double paroi, L’emploi de ces sacs, décrits d’une facon som- 
maire dans une note ala Société de Biologie (1), nous a, en effet, 
permis d’éclaircir quelque peu, non seulement le probleme de 
la culture de lultravirus tuberculeux, mais aussi d’autres 
parlicularités biologiques de ce dernier. 

La confection des sacs de collodion doubles est basée sur le 
méme principe qui a présidé a la préparation des sacs simples 
que nous avons décrits dans notre mémoire précédent. Les sacs 
doubles sont montés, comme les simples, sur de petiles 
ampoules de verre coupées & Ja moilié, comme on le voit a 
Vexamen des cing dessins schématiques de la figure A. 

Un sac plus petit (n° 1), de 1 cent. cube de capacité, est placé 
et fixé 4 lintérieur d'un sac plus grand (n° 2) qui a la capacilé 
de 2 cent. cubes et constitue ainsi comme une ample enveloppe 
autour du premier. On obtient donc un gros cylindre a deux 
loges (n° 3) situées l'une dans l’autre. La loge extérieure (6), 
plus large, est destinée 4 jouer le réle d’une trappe ow l’ultra- 
virus qui sortira & travers les parois du sac interne (@) pourra 
éventuellement se développer. 

On remplit la loge interne (a), jusqu’a moitié, avec une riche 
émulsion de bacilles tuberculeux, et la loge externe(d) jusqu’aux 
trois quarts, avec du liquide de Sauton. Ensuile, pour protéger 
encore mieux les deux ouvertures, aprés les avoir scellées a la 
flamme (n° 4), onles plonge dans dumastlic fondu, comme d’ail- 
leurs nous l’avions déja indiqué dans notre premier mémoire. 


(1) Culture in vitro de Vultravirus tuberculeux. C. R. de la Soc. de Biologie, 
407, 1934, p. 584. 
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Par conséquent, les deux bouts du sac double restent protégés 
par deux calottes hermétiques, lisses, robusles (n° 3). 

Le double sac a finalement une longueur de 6 4 7 centimétres 
environ; son diamétre est d’environ 1 centimétre. Il est bien 
supporté dans la cavité abdominale des lapins, ot il peut 
demeurer intact pendant longtemps. On peut l’extraire facile- 
ment du péritoine sans sacrifier les animaux. Au moment de 
son extraction, on peut le rencontrer complétement libre et 


flottant dans la cavité abdominale, enveloppé d’une couche: 
mince de tissu conjonctif compact. Plus rarement on le trouve 
emprisonné dans l’épiploon ou fixé aux anses intestinales par 
des cordons et des adhérences conjonctives de nouvelle forma- 
tion, trés mou et vascularisé. 

Le sac extrait, on constate que les deux loges sont pleines 
de liquide transparent, non coloré, riche en substances pro- 
téiques. Chauffé, ce liquide devient trouble et quelquefois se 
coagule en partie. Evidemment la sérosité péritonéale a 
pénétré peu a peu dans la loge externe et puis, aussi, dans la 
loge interne, les remplissant complétement. En plus ou moins 
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grande proportion elle est allée remplacer leur contenu liquide 
originel. Une analyse de la composition de la sérosité périto- 
néale directement extraite de la cavité abdominale d'un lapin 
neuf a donné le résultat suivant: 


SUD StanCeSeiX Cs gates tes temerecns) c) afta se et betas 4,59 p. 100 
ENZO UC MeMnemee cote Taper ee eR, mooeeh foe RAL Se wala arn cae” ee 0,16 — 
Substances) azotcesi(INEX< 6325). 2 a a es So ere 1,00 — 
ETOCS eee an eRe A ES ok Ga eny Mit Shy emis 4,22 — 
6,97 p. 100 


L’analyse de la sérosité péritonéale qui a filtré dans un sac 
de collodion placé vide et laissé durant quelyues jours dans la 
cavité abdominale d'un lapin neuf a donné les résultats sui- 
vants : 


SumStan Ces mies < power: crown  goeerp ie ck ee, Glas Book) jos OY) 
NOS NES Sse Coe OD eee RRS OO OLN Clee RAP e | OMee OF ee 
Substancesrazoccesn UN <.6725) 6 sy oer Gre es 2,75 — 
CCRULCH Ee Fe eT sa ase ake ee ee a Nel neat 0,90 — 
7,48 p. 100 


Les différences peu marquées dans le pourcentage des subs- 
tances fixes (outre que des erreurs, dues & la quantité bien 
petite des liquides analysés, sont inévitables) résultent peut- 
étre des différences probables de composition de la sérosité 
péritonéale normale. La légére action traumatique et l’inflam- 
mation locale consécutive dues 4 la présence du sac doivent, 
probablement aussi, exercer quelque influence sur la compo- 
sition de la sérosité. 

Voila pourquoi, & cause de la plus grande quantité de subs- 
tances protéiques désagrégées par suite du processus inflam- 
matoire, les substances azotées se montrent plus abondantes & 
Vintérieur des sacs que dans la sérosité normale aspirée direc- 
tement de la cavité abdominale d’un lJapin neuf. 

De quelques lapins neufs on réussit méme 4 extraire, en une 
seule fois, Jusqu’a 3 cent. cubes de sérosité péritonéale. En 
éliminant le pelit coaguium qui se forme presque aussitét 
in vitro, on obtient un liquide citrin et trés transparent que 
l'on peut employer pour les recherches. 

Nous avons dit que dans la loge externe des sacs qui ont 
demeuré quelque temps dans le péritoine des lapins, le liquide 
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de Sauton est graduellement remplacé en grande partie 
par la sérosité péritonéale. Cela résulte aussi de la compa- 
raison de quelques analyses faites par nous. En effet, dans 
notre liquide de Sauton, les cendres ont un pourcentage 
de 0,07 et l'azote (provenant de l'asparagine qui est un acide 
aminé cristalloide, dialysable et non une substance protéique), 
de 0,05 seulement, en face des pourcentages de 0,90 et 0,44 
représentés par les cendres et |’azote de la sérosité qui a pénélré 
a l'intérieur des sacs placés dans le péritoine. 

Comment et pourquoi s’est produite la pénétralion, dans 
lintérieur des sacs, méme des sacs doubles, des substances 
protéiques contenues dans la sérosité péritonéale? 

On peut admettre que, d’abord, le Sauton contenu dans la 
loge externe tend & se mettre en équilibre osmotique avec la 
sérosité péritonéale, et pour atteindre cet équilibre des cou- 
rants réciproques des deux liquides auraient lieu a travers la 
membrane extérieure du sac. De son cdlé, le liquide de la loge 
externe se placera en équilibre osmotique avec le liquide de 
la loge interne et, de celte manitre, méme ce dernier finira 
par se trouver en équilibre avec le milieu péritonéal. 

L’établissement de ces courants osmotiques facilite selon 
toute probabilité le passage des éléments ultra-fillrables a tra- 
vers les espaces intermicellaires des sacs de collodion. 

On peut aussi facilement expliquer pourquoi l'on trouve, a 
lintérieur des sacs, des matiéres protéiques qui se coagulent. 
On sait que les alcalis dispersent ou fragmentent, presque jus- 
qu’aux dimensions moléculaires, les colloides protéiques. Favo- 
risées par les conditions d’alcalinilé du milieu péritonéal, les 
grosses micelles proléiques subissent une dispersion ulté- 
rieure, alteignant presque les dimensions moléculaires. Il est 
probable que, dans cet état, elles peuvent traverser les espaces 
intermicellaires des membranes de collodion qui, selon Stas- 
sano et de Beaufort (1), se laissent seulement traverser par les 
solutions de nitrate de strychnine, dont le poids moléculaire est 
de 327. Les micelles protéiques en question ne subiraient, par 
le fait de ce passage, aucune modification; elles resteraient 


(1) Le principe lytique transmissible (Bactériophage de d’Hérelle) soumis 
au critérium de lultrafiltration ou filtration moléculaire. C. R. de la Soc. de 
Biol. ,93, 1925, p. 1378. 
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toujours des constituants normaux du colloide protéique, 
quoique fortement dispersées. 

Tout cela, bien entendu, est une simple hypothése, et les 
faits seuls peuvent nous éclairer. 

La sérosité péritonéale normale des lapins et des cobayes, 
aussi bien que la sérosilé péritonéale qui a pénétré al’ intérieur 
des sacs de collodion, représentent aussi, par leur forte alcali- 
nité, de mauvais milieux nutritifs pour les bacilles tuberculeux, 
ainsi gue pour les autres bactéries palhogénes. Quelques re- 
cherches que nous avons faites avec de la sérosité péritonéale de 
lapins neufs, placée dans de petits tubes et ensemencée avec des 
microbes différents, nous ont démontré que seulement le B. colz 
s’y développe vite et bien, tandis que la bactéridie du charbon 
et le vibrion cholérique ne s’y développent que tardivement et 
mal; le staphylocoque doré y pousse péniblement et tend & se 
masser au fond du tube, tandis que la sérosiié reste limpide & 
la surface ; le bacille typhique et le bacille ictéroide se multi- 
plient seulement quand on les ensemence abondamment et ne 
rendent jamais trouble la sérosité ; le bacille de Shiga ne s’y 
développe pas du tout. 

En ce qui concerne le bacille tuberculeux, il est tout & fait 
incapable de donner une culture zn vitro, dans la sérosité nor- 
male ou filtrée, non inactivée, de lapin ou de cobaye. Nous 
avons gardé dans une chambre humide, pendant plusieurs 
mois, des petits tubes contenant de la sérosité péritonéale de 
lapin et ensemencés abondamment avec des bacilles tubercu- 
leux. Nous n’y avons jamais observé aucune trace de dévelop- 
pement. 

Nonobstant ces résultats préliminaires si peu encourageants, 
nous avons voulu introduire dans le péritoine de robustes 
lapins des sacs doubles de collodicn, contenant dans la loge 
interne une émulsion de bacilles tuberculeux, les extrayant 
ensuite aprés diverses périodes de temps. 

Pour ces recherches on doit préférer les lapins aux cobayes. 
Ces derniers ont une taille trop petile, eu égard aux dimensions 
relativement volumineuses des doubles sacs et, en outre, ils 
se montrent moins dociles. Les sacs introduits dans l’abdomen 
des cobayes sont exposés, par conséquent, & se rompre. 

Outre cela, la rapidité plus grande avec laquelle chez ces 
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derniers animaux se forme, autour du double sac, une enveloppe 
de tissu conjonctif extrémement vascularisé et ayant de mul- 
tiples et tenaces adhérences avec les organes abdominaux, 
rend presque impossible, apres un séjour un peu prolongé, 
Vextraction du sac sans sacrifier l’animal. Tout cela empéche 
Ja constatation des conséquences qui suivent le séjour plus ou 
moins prolongé d’un double sac dans le péritoine. 

Ces inconvénients ne sont pas compensés par les avantages 
que les cobayes, dans ce genre de recherches, présentent vis- 
a-vis des lapins. En effet les cobayes sont beaucoup plus sen- 
sibles que les lapins & V’action pathogéne du virus tuberculeux 
bovin de souche Vallée et, surtout, & l’action de son ultra- 
virus. Nos lapins, au contraire, se sont montrés & cet égard 
presque complétement réfractaires. La souche bovine Vallée 
que nous employons, inoculée a petites doses (1/1000 d’anse) 
sous la peau de laine, tue rarement les lapins ou seulement 
au bout de plusieurs mois. Les sacs simples, 4 une seule loge, 
contenant du virus tuberculeux introduit dans le péritoine des 
lapins sont impunément supportés. Une seule fois nous avons 
constalé la mort d’un de ces lapins (n° 408, de 2.100 grammes) 
au bout de deux cent quatre-vingt-six jours. Ajoulons, cepen- 
dant, que ce lapin était devenu, entre temps, galeux, et qu'il 
avait par conséquent maigri. La maladie parasitaire anergi- 
sante qui était survenue avait sans doute favorisé l’action 
pathogéne de l’ultravirus. A [’aulopsie on trouva le sac intact, 
les ganglions gros comme des haricots et caséifiés, des centres 
de caséification dans les reins, dans les parois de l'intestin prés 
du cecum, et surtout dans le lobe supérieur du’ poumon 
gauche, avec présence de bacilles granuleux acido-résistants. 

Les sacs doubles sont bien tolérés par les lapins, jusqu’a ce 
que la résistance naturelle de ces animaux diminue par | ’inter- 
vention accidentelle de quelque maladie parasitaire ou micro- 
bienne anergisante. On sait bien que, méme chez l homme, 
les états anergisants comme la grossesse, la rougeole, la 
grippe, les troubles de certaines glandes endocrines, !adéchéance 
organique, etc., sont susceptibles de favoriser le réveil d’une 
infection tuberculeuse jusqu’alors latente. Dans ces états on 
constate l’extinction de la tuberculino-réaction, qui annonce 
un dénouement fatal, prochain. 
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Dans la cavité abdominale des lapins, les sacs provoquent 
une réaction inflammatoire beaucoup plus légére que celle 
qu’on observe habituellement chez les cobayes. D'ordinaire, 
les sacs se trouvent, chez les lapins, libres d'adhérences 
solides; ils se montrent enveloppés d'un tissu conjonctif résis- 
tant, mais mince et non vascularisé, que l’on peut enlever 
comme un doigt de gant. Rarement le double sac se trouve, 
chez les lapins, emprisonné, comme chez les cobayes, dans un 
entrelacement dense de tissu conjonctif vascularisé et ayant 
des adhérences étendues. 


2. — L’vULTRAVIRUS TUBERCULEUX EST CAPABLE DE TRAVERSER 
LES MEMBRANES DOUBLES DE COLLODION 


Aprés la constatation des effets bactéricides et des conditions 
cullurales peu favorables présentées par la sérosité périto- 
néale, on pouvait prévoir que l'on n’aurait pas pu facilement 
obtenir, dans la loge externe des sacs doubles de collodion 
restés pendant un temps plus ou moins long dans le péritoine 
des lapins, un bon développement de lultravirus ayant éven- 
tuellement traversé la paroi de la loge bacillifére interne. Néan- 
moins, les résultats de nos expériences nous ont permis de 
faire des constatations intéressantes. 

La description détaillée de toutes nos expériences serait trop 
longue. Nous ne pouvons que les résumer. Dans le bul de sur- 
prendre le moment le plus propice au passage et a |’éventuel 
développement de lultravirus, nous avons extrait les sacs, 
dans trois séries de lapins, & partir du quinziéme jour jusqu’au 
soixante-quatorziéme apres leur introduction dans le péritoine. 
I] faut déclarer d’avance que, sidans la loge externe on ne con- 
state jamais une véritable culture visible de bacilles tuberculeux 
dérivés de Vultravirus, on peut cependant constater expérimen- 
talement, par voie indirecte, que l’ultravirus passe toujours de 
la loge interne dans la loge externe. 

La faible action bactéricide et la forte réaction alcaline de la 
lymphe périlonéale empéchent seulement jusqu’é un certain 
point le développement de lultravirus, comme elles emp4chent, 
ainsi que nous l’avons déja dit, tout développement visible des 
bacilles introduits dans la loge interne, ow la sérosité périto- 


186 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


néale parvient & pénélrer. En effet, le contenu de la loge 
interne, méme aprés un trés long séjour — soixante jours et 
davanlage — dans le péritoine, ne se montre jamais trouble. Bien 
plus, l’émulsion bacillaire se présente plus ou moins agglutinée 
et transformée en petits grumeaux qui nagent dans le liquide 
limpide. L’examen microscopique de ce dernier montre que la 
plupart des bacilles possédent | acido-résistance caractéristique, 
tandis qu'un petit nombre seulement ne la possédent pas. Ces 
bacilles non acido-résistants prennent une coloration bleue 
par le Ziehl-Neelsen et se présentent plus gréles et plus petits 
que les bacilles normaux, granuleux ou presque vacuolisés 
(Pl. I, fig. 2). I s’agit probablement de formes trés jeunes, qui 
se sont peu développées et n’ont encore acquis aucune acido- 
résistance. 

On sait bien, en effet, que les formes jeunes des bacilles 
tuberculeux ne possédent pas l’acido-résistance, et que ne la pos- 
sedent pas non plus les bacilles tuberculeux développés sur les 
milieux peu favorables et privés de glycérine. Les recherches 
de Krilow (1), confirmées par Zironi (2), Solarino (3), Morton 
C. Kahn (4), ete., ont démontré que les jeunes éléments dérivés 
du virus tuberculeux sont d’abord non acido-résistants et Gram 
négatifs; seulement dans une phase ultérieure ils deviennent 
Gram posilifs et, enfin, acido-résistants. 

Diailleurs, nous n’avons jamais observé que les bacilles 
tuberculeux acquiérent l’acido-résistance lorsqu’ils se trouvent 
a lintérieur des sacs de collodion, ot, au contraire, ils semblent 
se dégrader. A vrai dire, au cours du temps, ils s’y atténuent 
et peuvent méme ne plus se cultiver, tout en ayant gardé leur 
acido-résistance. 

Voici quelques exemples : 


Le liquide d'un sac interne extrait au bout de soixante-douze jours du 
péritoine d'un lapin (n° 317), ensemencé sur milieu a l’ceuf, donna des cul- 
tures seulement au bout de quinze jours; ensemencé sur pomme de terre et 


(1) Ueber die Bedeutung und das Vorkommen der Musch’schen Granule. 
Zeitschr, fiir Hygiene, 70,1912, p. 135. 

(2) Sulle fasi di sviluppo della resistenza al Gram dei germi. Bollett. dell’Ist. 
Sieroterapics Milanese, 4, 1920, p. 239. 

(3) Ricerche sulla Gram-resistenza dei germi. Ibidem, 1930, p. 125. 

(4) Cycle de développement du bacille tuberculeux, d’aprés l'étude des 
germes vivants isolés. Ces Annales, 44, 1930, p. 259. 
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sur gélose glycérinée, il ne donna aucun développement. J] faut remarquer 
que le développement de notre souche Vallée sur pomme de terre se mani- 
feste d’ordinaire au boul de six a sept jours. 

Une autre fois, le contenu de la loge interne extrait au bout de soixante et 
un jours du péritoine d’un lapin (n° 305) et ensemencé le 24 avril sur milicux 
& loeuf, ne donna des colonies que le 2 juillet, soit au bout de plus de deux 
mois ! 

Dans un autre cas, les ensemencements en Sauton et sur milieu a l'ceut 
du contenu de la loge interne dun double sac resté cent quatre-vingt-un 
jours dans le péritoine @un cobaye (n° 151) ne donna aucune culture, méme 
aprés cing mois de séjour a l’étuve. Par contre, une partie du méme contenu 
de la loge interne, inoculé dans le péritoine et dans l’aine de 2 cobayes 
(nes 292 et 293) tua ces animaux respectivement en soixante-dix et quatre- 
vingt-douze jours. 

Liinjection péritonéale (141 mars 1932), du contenu d’un sac simple extrait 
du péritoine d'un Japin (n° 408) au bout de deux cent quatre-vingt-six jours, 
n’a pas encore tué un cobaye (n° 493) [décembre 1932]. L’ensemencement du 
méme contenu sur pomme de terre glycérinée avait donné une culture en 
onze jours. Cette cullure a été inoculée (le 4 avril 1932), a la dose d’une anse, 
dans le péritoine du cobaye n° 501 (de 300 grammes), qui a survécu 
(décembre 1932). 


La sérosité péritonéale représente donc, méme in vivo, un 
milieu trés défavorable & la vitalité, & la virulence et 4 la mul- 
tiplication des bacilles tuberculeux. A la longue, ceux-ci 
s'atténuent et deviennent apathogénes pour le cobaye. Néan- 
moins, elle permet, comme nous le verrons bientot, la produc- 
tion et la migration de |’ultravirus tuberculeux, qui est capable 
de traverser la paroi non seulement de la premiére, mais aussi 
de la seconde loge des sacs doubles, ainsi qu/il ressort des 
expériences suivantes. 


PreMiére ExpERIENcE. — Le 2 février 1930, on introduit dans le péritoine d'un 
gros cobaye (n° 308) de 650 grammes un double sac bacilliftre. Cinquante- 
deux jours apres, le poids de l’animal était de 540 grammes. On le sacrifie 
le 15 avril. Le sac se montrait intact dans la cavité abdominale. Ganglions 
inguinaux, trachéo-bronchiques, abdominaux et rétro-vésicaux grossis : 
quelques-uns étaient caséifiés; hyperplasie folliculaire intense de la rate, 
urine albumineuse, etc.; absence de tubercules, mais présence de rares 
bacilles acido-résistants dans quelques ganglions inguinaux. Dans le péri- 
toine d'un cobaye neuf (n° 327) de 200 grammes, on injecta une émulsion des 
ganglions inguinaux et axillaires; dans le péritoine d’un autre cobaye (n° 328) 
de 225 grammes, on injecta une émulsion de ganglions abdominaux el de 
VYenveloppe conjonctive du sac; dans le péritoine d'un troisiéme cobaye 
(n° 329) de 215 grammes, on injecta une émulsion de pulpe splénique. Ces 
3 cobayes succombérent a une tuberculose classique. respectivement en 
quatre-vingt-onze, quatre-vingt-huil et cinquante sept jours. 
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De cette expérience préliminaire, il ressort que, chez le 
cobaye, l’ultravirus traverse la double enveloppe des sacs de 
collodion et détermine dans les différents organes les lésions 
caractéristiques de la tuberculose du type Calmette-Valtis. 
L’inoculation des organes susdits 4 d’autres cobayes provoque 
la mort avec tableau analomique de la tuberculose expérimen- 
tale généralisée. 


DeuxiiMe ExPéRIENCE. — Un lapin (n° 310) de 2.400 grammes regoit dans le 
péritoine, le 21 février 1934, un double sac bacillifére. Au bout de quarante- 
cing jours, l'animal présentant des symptomes de malaise (sécrétion nasale,. 
amaigrissement progressif dyspnée, etc.), on extrait le sac qui se montre 
intact. L’animal était, en effet, souffrant et succomba trois jours apres, pré- 
sentant a l’autopsie une pneumonie lobaire, spécialement a droite, causée 
par une pasteurellose associée a des streptocoques. La rate et les ganglions 
trachéo-bronchiques se montraient notablement augmentés de volume. Mais 
la recherche microscopique de bacilles acido-résistants ful négative. Les 
cultures réyélérent des streptocoques et des Pusleurella seulement dans les 
poumons etdans le péritoine. On inocula une émulsion de la pulpe splénique 
dans le péritoine du cobaye n® 324, de 260 grammes, et une émulsion de 
pulpe du foie dans le péritoine d'un deuxiéme cobaye (n° 325) de 275 grammes. 
Le premier cobaye succomba deux cent cinquante-six jours apres, présentant 
de la sérosité sanguinolente dans le péritoine, polyadénite, tuméfaction de la 
rate, urine acide el albumineuse. Bacilloscopie négative. On inocula une émul- 
sion de différents organes de ce cobaye dans le péritoine d'un cobaye neuf 
(n° 470) qui est encore vivant. 

Le deuxiéme succomba au bout de cent quatre-vingt-six jours, présentant 
de la sérosité sanguinolente dans le péritoine, polyadénite avec ganglions 
axillaires, trachéo-bronchiques et rétro-vésicaux, gros comme des pois et 
caséifiés; rate grossie, avec des tubercules; foie avec des tubercules aux 
bords; poumons parsemés de tubercules. Bacilles acido-résistants nombreux 
dans les ganglions, la rate et les poumons. 


De cette expérience, il ressort que lultravirus avaittraversé 
la double paroi du sac de collodion, resté dans le péritoine du 
lapin pendant quarante-cing jours. 

Malgré la bacilloscopie négative, on a pu constater, au 
moyen de réinoculations successives (deuxiéme passage) que 
le virus tuberculeux était présent dans la rate et le foie. 
L’injection de rate tua le cobaye 324 avec le tableau de | infec- 
tion par ultravirus et bacilloscopie négative. Mais l’injection de 
foie provoqua, au contraire, une tuberculose généralisée clas- 
sique. 


Troisiime EXxP&RIENCE. — Le 21 février 1931, on introduisit dans le péritoine 
du lapin n° 312, de 2.200 grammes, un sac bacillifére double. Le 24 avril, on 
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extrait ce dernier, qui se montra intact. L’animal, apres un arrét dt au 
traumatisme opératoire, repritdu poids; un mois apres, il pesait 2.300 grammes 
et au bout d'un autre mois 2.500 grammes. Mais a partir du mois de Juillet, 
il commenca a maigrir etle 6 novembre (c’est-a-dire apres neuf mois environ), 
il succomba, présentant 4 l’autopsie une broncho-pneumonie caséeuse avec 
une grande quantité de bacilles tuberculeux; ganglions, rate et foie normaux, 
sans bacilles acido-résistants; absence de tubercules; urine acide et albumi- 
neuse. Les cultures sur les milieux ordinaires révélérent la présence du sta- 
phylocoque doré dans les poumons et la rate. 


De cette expérience, il ressort encore que V’ultravirus peut 
traverser le double barrage membraneux des sacs de collodion. 
Son arrét, son développement et son action sur les différents 
organes ont été sans doute favorisés, celte fois aussi, par 
lentrée en scéne d’unm microbe anergisant, le staphylocoque. 
Nonobstant l’extraction du sac bacillifeére, infection par ultra- 
virus a pu simplanter, provoquant une caséose pulmonaire 
mortelle, mais sans tubercules. Malgré la longue durée du pro- 
cessus tuberculeux, on observa seulement le tableau habituel 
des infections par ultravirus. 


OUATRIEWE EXPERIENCE. — Le 24 février 1931, on introduit dans la cavité abdo- 
minale d'un lapin (n° 314 bis) de 2100 grammes un sac bacillifére double. 
L’animal succomba quarante-cing jours aprés. Le sac fut trouvé intact La 
mort était due @ un processus 4a Pasteurella. Mais dans deux ganglions ingui- 
naux tuméfiés, on trouva des bacilles acido-résistants caractéristiques On 
inocula ces ganglions dans le péritoine d’un cobaye (n° 320) de 250 grammes, 
qui succomba le 5 décembre, soit au bout de neuf mois. L’animal (femelle) 
avait mis bas une fois et, le 7 novembre, son poids était de 540 grammes. A 
lautopsie, on observa une ulcération au niveau du point d’inoculation; un 
abcés gros comme une noisette dans la paroi thoracique; un autre abcés, 
caséeux, volumineux, dans laine; de petits abcés dans lépiploon; ganglions 
trachéo bronchiques et lombaires gros comme des haricots et cas€ifiés ; réac- 
tion folliculaire intense de Ja rate; urine acide et albumineuse; bacilles 
acido-résistants dans les abcés et dans la rate. 


Dans ce cas, Vultravirus tuberculeux, aprés avoir traversé la 
paroi de la deuxiéme loge, s’était multiplié, acquérant la forme 
classique bacillaire dans les ganglions du lapin, probablem: nt 
favorisé par le processus bruncho-pulmonaire anergisant a 
Pasteurella. Mais le fait que linfection tuberculeuse déler- 
minée chez le cobaye 320 a montré une allure 6minemm«nt 
chronique (neuf mois), caractérisée seulement par des abces et 
une caséose des ganglions lymphatiques, sans tubercules, 
démontra que le virus du lapin 314 67s, dérivé de Pultravirus 
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de son sac bacillifere, devait étre doué d’une action bien faible. 
Son implantation ne pouvait relever que de la sensibilité plus 
erande de l’organisme du lapin atteint de Pasteurellose. 


Cinoumue ExpéRieNce. — Le 22 février 1931, on introduit un sac bacillifére 
double dans le péritoine d'un lapin (n° 315) de 2.100 grammes. Au bout de 
soixante-six jours on extrait le sac, quise montre intact. L’animal continua a 
augmenter progressivement de poids. Il succomba le 5 février 1932, soit au 
bout d@un an environ. Il pesait alors 2.700 grammes et présenta a l'autopsie 
des lésions caséeuses généralisées dans les poumons, dans les ganglions 
lymphatiques tuméfiés et dans le foie. Il y avait en outre une grosse tumeur 
kystique dans l’'abdomen, contenant un 1/2 litre environ d’un liquide lactes- 
cent. Pas de tubercules; urine acide et albumineuse:; de rares bacilles acido- 
résistants, granuleux, fragmentés dans les lésions caséeuses du poumon. Du 
péritoine on culliva des microcoques et des B. coli; du liquide kystique des 
petits bacilles et des hélyconémes. 


Dans cette expérience aussi il y a donc eu passage de lultra- 
virus & travers Ja double paroi du sac de collodion. Comme 
dans les cas précédents, la diffusion de ]’ultravirus qui avait eu 
lieu pendant le séjour (soixante-six jours) du sac dans le péri- 
toine du lapin a pu étre suivie depuis son implantation et son 
évolution, & cause peut-¢lre de infection chronique polymi- 
crobienne qui élait survenue. 


3. — Les PREMIERES PHASES BYOLUTIVES 
DE L’ULTRAVIRUS TUBERCULEUX 
SONT CARACTERISEES PAR UNE GRANDE FRAGILITE BIOLOGIQUE 
ET PAR UNE FAIBLE ACTIVITE PATHOGENE. 


Nous avons dit que les sacs & double paroi extraits de la cavité 
abdominale des lapins aprés un séjour plus ou moins prolongé 
dans cette méme cavité se montrent enveloppés d’une couche 
de tissu conjonctif. Il s’agit en général d'une enveloppe homo- 
gene, lisse, blanchatre, constituée par un tissu relativement 
mince, fibreux, trés résistant, non vascularisé et sans adhé- 
rences. Dans ces cas, les sacs se montrent flottants ou presque 
flottants dans la cavité péritonéale. 

Mais parfois le double sac se présente, au contraire, empri- 
sonné et entitrement caché dans un amas volumineux de tissu 
conjonctif mou, trés vascularisé et lié par de robustes et volu- 
mineuses adhérences avec l’épiploon et les anses intestinales. 
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Aucours de nos recherches, nous n’avons pas négligé d’étudier 
ces néoproductions conjonctivales. Du fait de leur formation 
autour des doubles sacs bacilliféres qu’elles enveloppent com- 
plétement, elles auraient pu offrir, peut-étre, les conditions 
initiales pour la prolifération ou le marissement de l'ultravirus 
aussitot sorti de la membrane externe du sac de collodion. 
Nous avons, pour cela, soumis & des examens microscopiques 
répétés les frottis de ces enveloppes conjonctives et plus spé- 
cialement les parties minces et moins volumineuses. Apres les 
avoir broyées avec du sable de quartz stérile, nous les avons 
inoculées maintes fois dans le péritoine ou sous la peau 
de cobayes. Le résultat s’est montré intéressant. 

Dans un certain nombre d’enveloppes nous avons réussi a déce- 
ler, aprés de longues recherches, des bacilles faiblement avido- 
résistants, la plupart granuleux, isolés, mais absolument carac- 
téristiques (Pl. 1, fig. 3). Cela nous a fait admettre que les 
éléments filtrables du virus tuberculeux peuvent acquérir 
Vacido-résistance seulement aprés qu’ils ont traversé la mem- 
brane externe du sac et se trouvent, alors, au contact des 
tissus vivants de lorganisme animal. Cela est d’autant plus 
vraisemblable que les éléments de l’ultravirus qui ont passé 
dans Ja loge externe des doubles sacs, bien qu’ils réussissent a 
y germer et & acquérir méme des formes nettement bacillaires, 
ne deviennent jamais acido-résistants. 

Disons tout de suite que la laborieuse recherche des bacilles 
acido-résistants dans les frottis de ces enveloppes conjonctives 
s est montrée positive seulement a partir du quarante-cinquieme 
jour eprés l’insertion du sac de la cavité abdominale des lapins. 
Dans les enveloppes plus jeunes, elle a été toujours négative. En 
outre, l’acido-résistance des bacilles décelés par nous a tou- 
jours été faible, comme on l’observe d’ailleurs dans les formes 
jeunes de bacilles tuberculeux. 

En ce qui concerne les huit inoculations pratiquées chez 
12 cobayes (dans 4 cas, on a inoculé en méme temps 2 cobayes), 
on obtint les résultats suivants : 


a) 4 cobayes ont été inoculés avec des enveloppes provenant de sacs 
restés dans le péritoine des lapins 299 et 341 pendant douze et dix-huit jours. 
Ils survivent tous. Il est probable que la quantité d’ultravirus dans l’enve- 
loppe conjonctive était trop fuible pour exercer une action pathogéne sur 
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les animaux. D’ailleurs, l'apparition d’éléments acido-résistants plus évolués 
et muris, et pour cette raison peut-ctre plus actifs aussi, ne se manifeste 
que plus tardivement. 

b) 2 cobayes (n* 447 et 418), inoculés respectivement dans le péritoine et 
dans l’aine avec une enveloppe 6tée d'un sac resté vingt jours dans la cavilé 
abdominale du lapin 412, succombérent au bout de huit mois environ, mon- 
trant 4 lautopsie des lésions peu marquées : légére polyadénile, sérosité 
sanguine dans le péritoine, épiploon congestionné avec quelques nodules 
caséeux, urine acide et albumineuse. Présence de trés menus éléments 
acido-résistants dans les ganglions inguinaux et dans les nodules caséeux 
de l’épiploon. 

Des émulsions d’organes de ces 2 cobayes, respectivement inoculées dans 
le péritoine des cobayes 417 et 418, ne donnérent aucun résultat. Les cobayes 
vivent encore 4 présent. Cela démontre que le virus contenu dans l’enve- 
loppe de vingt jours était fort atténué. En effet, dans des passages ulté- 
rieurs il a entiérement disparu. 

c) Un autre cobaye (n° 421), lui aussi inoculé avec une enveloppe extraite, 
aprés vingt-cing jours, du lapin 413, a survécu. 

d) Au contraire, une enveloppe extraite aprés quarante-cing jours, du 
lapin n° 314 bis, a tué le cobaye 320 au deux cent cinquanti¢me jour, avec le 
tableau caractéristique de la tuberculose type Calmette-Valtis. Mais les 
organes de ce cobaye, qui avaient donné une bacilloscopie positive dans les 
ganglions, réinoculés a un autre cobaye (469) de 320 grammes ne donnérent 
aucun résultat. Le cobaye, en effet, a survécu. 

e) Plein d’intérét, par contre, a été le cas du cobaye 337, de 420 grammes, 
inoculé dans le péritoine avec une enyeloppe extraite du lapin 312, soixante- 
trois jours apres son introduction dans le péritoine. La bacilloscopie avait 
été positive. Le cobaye mourut au bout de deux cent trente et un jours, pré- 
sentant un tableau anatomique tout a fait neuf: orchite bilatérale avec ulcé- 
ration et trajets fistuleux dans le scrotum; testicules presque transformés en 
sacs de pus caséeux; rate d’énorme dimension (six fois plus grande qu'une 
rate normale!) et présentant une réaction folliculaire intense, mais sans 
tubercules. Au niveau du diaphragme, on rencontra un abcés caséeux 
gros comme un ceuf de moineau; deux petits abcés dans la paroi thora- 
cique ; ganglions trachéo-bronchiques gros et caséifiés; tubercules caséeux 
dans le foie et les poumons. Nombreux bacilles acido-résistants dans le pus 
des abcés; rares dans la rale. 


Cette expérience retient l’atltention en raison de la grave 
localisation spécifique dans les deux testicules. Il s’agit done 
d'un cas parfaitement analogue & celui décrit par Durand (1) 
chez un cobaye, inoculé six fois de suite dans le péritoine, avec 
des filtrats tuberculeux. Dans ce cas de Durand le cobaye, mort 
au bout d’un mois, avait méme présenté a l’autopsie une 
orchite double avec un trajet fistuleux a gauche. 


(1) Pouvoir pathogéne du bacille tuberculeux. C. R. de la Soc. de Biolooi 
94, 1924, p. 14. : Sle 
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f) Un autre cas intéressant, quoique avec résultat négatif, a été déterminé 
par une enveloppe extraite aprés soixante-six jours du lapin 315. La bacillos- 
copie de l'enveloppe avait été positive (de rares bacilles acido-résistants, 
dessinés dans la pl. I, fig. 3). L’enveloppe fut inoculée dans le péritoine du 
cobaye 339, de 430 grammes, le 27 avril 1931. L’animal ne présenta, ullérieu- 
rement, aucune diminution de poids; bien plus, il alla en augmentant et, a 
présent, il survit (4 novembre 41932); il pése 700 grammes environ. Puis- 
que la présence de bacilles tuberculeux avait élé constatée d'une maniére 
certaine, on doit altribuer absence du pouvoir pathogeéne a l’alténuation de 
la virulence de sorte que ces bacilles étaient incapables de produire des 
lésions dans lorganisme d'un cobaye qui, peut-étre, était d’un poids un 
peu élevé. 

g) Dans un autre cas, le sac avait été extrait du péritoine du lapin (n° 317) 
apres soixanle-quatorze jours. On n’avail pas effectué la bacilloscopie de 
lenveloppe. Celle-ci, broyée avec du sable de quartz et émulsionnée avec de 
eau physiologique, a été inoculée, le 16 mai 1931, dans le périloine de 
2 cobayes : n° 406, de 240 grammes (avec 3 cent. cubes) et n° 407, de 
350 grammes (avec 5 cent. cubes). 

Le cobaye 406 mourut deux cent vingt-deux jours apres linoculation, 
pesant 500 grammes et présenlant a l'autopsie le tableau anatomique de la 
tuberculose atypique Calmette-Valtis : retentissement ganglionnaire, rate 
quelque peu grossie, etc. Recherche des bacilles avido-résistants négative; 
de méme fut négative l’inoculation des organes chez un petit cobaye n° 474 
de 350 grammes. 

Le deuxiéme cobaye, n° 407, succomba au bout de deux cent cinquante et 
un jours, pesant 400 grammes, aprés avoir atteint en novembre le poids de 
760 grammes, et présentant le tableau anatomique de la tuberculose chro- 
nique légere, du type caséeux : ganglions axillaires normaux; ganglions de 
laine grossis; sérosité sanguinolente dans le péritoine, épiploon avec nodules 
caséeux, abcés caséeux de la dimension d’un pois, dans le mésentére; rate 
légérement grossie; un lobe pulmonaire avec nodules caséeux; ganglions, 
trachég-bronchiques grossis; urine acide et albumineuse; rares bacilles 
acido-résistants granuleux, petits, trapus dans le pus de l’abcés du mésentére 
et dans les nodules caséeux du poumon. 


Par conséquent, dans ce cas, | enveloppe contenait le virus 
tuberculeux, mais extrémement atténué, peut-étre encore a 
la phase d’ultravirus, ainsi qu’on peut le supposer d’aprés le 
tableau anatomique observé 4 l’autopsie des deux animaux. 

Des résultats de ces expériences on peut conclure que : 

1° La sérosité péritonéale des lapins, soit naturelle, soit 
filtrée, recueillie au moyen de sacs de collodion, représente un 
milieu nutritif défavorable pour les bacilles de la tuberculose, 
ainsi que pour d’autres espéces microbiennes. 

Les bacilles tuberculeux, enfermés dans un sac de collodion, 
restés pendant deux cent quatre-vingt-six jours dans le péri- 
toine d’un lapin, n’ont pas perdu I’ aptitude a se cultiver, mais 
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leurs cultures sont deyenues incapables de tuberculiser les 
cobayes ; 

2° Les lapins déploient une remarquable résistance a l’action 
pathogéne de la souche tuberculeuse bovine Vallée et de son 
ultravirus, qui est capable de traverser les membranes de col- 
lodion. En effet, ils tolérent impunément, en général, pour un 
temps indéterminé, les sacs bacilliféres de collodion — soit 
simples, soit doubles — que !’on introduit dans leur cavité péri- 
tonéale ; 

3° Mais quand une infection chronique, anergisante et 
capable pour cela d’affaiblir la résistance naturelle de lorga- 
nisme, intervient, l’ultravirus filtré 4 travers les sacs de collo- 
dion réussit — bien que de faible action pathogéne — a 
s'implanter et & produire des lésions chroniques et graves, de 
nature, en général, inflammatoire et caséogéne, avec absence 
de véritables granulomes tuberculeux, mais avec présence de 
bacilles acido-résistants ; 

4° Méme dans les cas ot il n’existe pas de lésions macrosco- 
piques ou alors que la bacilloscopie est négative et qu’on pour- 
rait supposer l’absence de |’action pathogéne de lultravirus, 
les réinoculations chez les cobayes réussissent presque toujours 
a démontrer la préexistence de celui-ci, et son développement 
antérieur dans le matériel que l’on a réinoculé. Ce n’est que 
par les réinoculations que l’on peut reproduire, chez les cobayes, 
des lésions spécifiques caractérisées par la présence de véri- 
tables granulomes tuberculeux ; 

5° Aprés un séjour plus ou moins prolongé dans le péritoine 
des lapins, les doubles sacs bacilliferes se montrent toujours 
emprisonnés dans une enveloppe de tissu conjonctif parfois 
considérablement développée et vascularisée. Dans les froltis 
de ces enveloppes on a pu déceler la présence de formes bacil- 
laires, faiblement acido-résistantes, dont on ne peut mettre en 
doute la provenance de la loge interne du sac ; 

6° Cependant, puisque Vultravirus qui filtre et passe de la 
loge interne dans la loge externe des sacs doubles de collodion, 
commence, quoiqu’avec difficullé, son développement dans 
cette méme loge, ou mieux y parcourt la premiére phase de 
son cycle morphologique, jusqu’a acquérir parfois des formes 
nettement bacillaires, mais pas encore acido-résistantes, on 
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doit conclure que, pour devenir acido-résistants, — et la genese 
de cette acido-résistance n’est pas encore bien éclaircie — les 
éléments bacilluires issus de l'ultravirus doivent ultérieurement 
se développer hors du milieu, limité et peu favorable, des sacs 
de collodion ; 

7° L’inoculation au cobaye de ces enveloppes de tissu con- 
jonctif, que la bacilloscopie ait été positive ou non, donne 
lieu, en général, & des formes tuberculeuses chroniques fort 
atténuées, et que l’on peut considérer comme devant entrer 
dans le cadre de la tuberculose atypique Calmette-Valtis ou 
considérer comme des formes caséogénes & marche extréme- 
ment lente, durant plusieurs mois; 

8° La faible action pathogéne des premiers éléments bacil- 
laires issus de Vultravirus est encore démontrée par ce fait que, 
dans certains cas, l'inoculation aux cobayes des enveloppes 
conjonctives, méme & bacilloscopie positive, peut donner des 
résultats négaltifs. Pour la méme raison, les réinoculalions aux 
cobayes dorganes et lissus, méme bacilliféres, provenant de 
cobayes morts a la suite de V inoculation des enveloppes con- 
jonctives dont il s’agit, peuvent élre négatives. 


IV. — Les « protogénes tuberculeux » ; 
leurs macro- et microcultures. 


1. — Premieres CULTURES DES FORMES INITIALES ET VISIBLES, 
DERIVEES DE L’ULTRAVIRUS. LES « PROTOGENES TUBERCULEUX ». 


Passons aux expériences faites, avec les sacs de collodion 
doubles, dans le but d’obtenir des cultures directes de lultra- 
virus dans leur loge externe. 

Méme apres les constatations que nous avons faites précé- 
demment, on ne pouvait pas exclure que l’ultravirus, passé de la 
loge interne des sacs & la loge externe contenant le liquide de 
Sauton mélangé & de la sérosité péritonéale, réussisse a s’y 
développer plus ou moins, en prenant des formes visibles au 
microscope. 

D’autre part, la parfaite limpidilé de la lymphe contenue 
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dans la loge externe des sacs se prétait aux observations les 
plus délicates. 

En effet, si l’on examine & l’@il nu la lymphe aspirée au 
moyen d'une pipette, de la Joge externe d’un double sac bacilli- 
fere resté dans le péritoine d’un lapin, méme depuis long- 
temps, on ne voit rien. L’examen microscopique en est négatif. 
Mais si on centrifuge pendant une demi-heure cette sérosité 
(3.500 tours par minute), i] se forme, au fond du tube, un trés 
léger sédiment visible comme une formation nuageuse déli- 
cate, méme & l’cwil nu. Au microscope, ce sédiment se montre 
constitué par une substance protéique amorphe, trés ténue et 
transparente, dans laquelle, aprés coloration, on décéle de 
petites formations trés menues, représentant des éléments gra- 
nuleux, coccoides, globuleux et méme nelttement bacillaires, 
éparpillés ou réunis en petits amas. 

Leur extréme petitesse est telle que, parfois, ils ont un 
aspect presque pulvérulent et aux limites extrémes de la visi- 
bilité (pl. I, fig. 4). 

Ces petits bacilles sont parfois homogénes, parfois granuleux. 
Ils se montrent, ca et la, isolés ou réunis comme des diplo- 
coques ou des diplobactéries, ou bien en petit sou en gros amas 
(pl. I, fig. 5 et 6). Les éléments bacillaires sont parfois courts, 
droits et trapus, parfois trés gréles ou légérement recourhés. 

Toutes ces formations rappellent, avec beaucoup de précision, 
les éléments jeunes et précoces décrils par Morton C. Kahn (1) 
dans ses études sur les phases successives de formation de 
chaque unité bacillaire du germe tuberculeux. Nous avons 
remarqué que, dans les préparations, la recherche des éléments 
morphologiques que nous venons de décrire est plus facile a la 
périphérie qu’au centre de la petite goutte de lymphe étalée et 
desséchée sur la lame (pl. I, fig. 4). 

On obtient de trés belles colorations & chaud, avec la fuch- 
sine phéniquée trés diluée (pl. I, fig. 7). Si l'on emploie les 
solutions aqueuses de bleu de méthyléne, on ne voit rien. Par 
le Ziehl-Neelsen, les éléments se colorent en bleu pale. II s’agit 
de formes Gram-négatives et non acido-résistantes. Elles res- 
sortent d’une fagon trés nette sur le fond de la préparation, 


(1) Loe. evé. 
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qui est homogéne, transparent, & peine coloré en rose pale ou 
en bleu clair. De ces préparations, nous avons obtenu de bonnes 
microphotographies (pl. III, fig. 1-6). 

On alimpression qu il s’agit vraiment des premiéres formes 
visibles des éléments tuberculeux dérivés de l’ultravirus. Celui- 
cia traversé les ultracanalicules de la paroi de collodion du 
sac interne et a acquis des aspects morphologiques visibles 
dans la lymphe de la loge externe. 

On peut toujours observer ces formes, ou des formes 4 peu 
prés analogues, et avec une certaine régularité, dans les 
doubles sacs extraits du péritoine méme au bout de quatorze 
jours seulement. Cependant, nous Jes avons rencontrées en 
plus grande quantité dans les sacs extraits entre vingt-cing et 
soixante-quatorze jours. 

L'uniformité des résultats, ainsi que l’absence de formes 
bacillaires acido-résistantes, méme dans les sacs restés long- 
temps dans le péritoine des animaux, s’expliquent peut-étre 
facilement. La légére action bactéricide de la sérosité périto- 
néale empéche quelque peu, in vivo, — de méme que nous 
lavons déja vue empécher d’une facon absolue in vitro —, le 
développement régulier et complet des bacilles tuberculeux. 

Par conséquent, les premiéres formes visibles des éléments 
de Vultravirus, aussitot qu’elles germent, se trouvent dans 
un milieu qui est peu favorable a leur développement ultérieur. 
Elles ne peuvent se multiplier 4 leur aise, restent toujours 
raves, tres petites et, dans le liquide contenu dans la loge 
externe du sac, elles ne donnent pas de véritables cultures 
visibles a l’ceil nu. 

Dorénavant, nous désignerons comme « protogénes tuber- 
culeux » ces premieres phases visibles du virus tuberculeux, 
dérivées des éléments invisibles de l’ultravirus et contenues 
dans la loge externe des doubles sacs de collodion. Elles repré- 
sentent les formes élémentaires ou primordiales issues de 
Vultravirus qui a filtré & travers la paroi de la loge bacillifére 
interne. 

Mais le développement ultérieur des protogénes tuberculeux 
est empéché, non seulement par la légére bactéricidie natu- 
relle de la sérosité péritonéale et, peut-étre, par le manque 
d’oxygéne ou de quelques autres éléments nécessaires pour ce 
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développement, mais aussi par la réaction nettement et cons- 
tamment alcaline du contenu des sacs. 

On peut supposer que cette réaction alcaline est due a leffet 
régularisateur que les membranes de collodion exercent sur 
les échanges entre le liquide externe et le liquide interne. 
Il s’agit d'un phénoméne bien connu de nature colloidale. 
A Vintérieur du sac placé dans le périloine, il y a des ions 
cristalloides (asparagine, sels et acides organiques, cilrate, 
phosphate, sulfate, etc..., qui entrent dans la constitution du 
milieu de Sauton), tandis qu’a l’extérieur il y a un liquide 
séreux contenant des ions cristalloides et une quantité dions 
colloidaux. Entre ces deux liquides, séparés par une membrane, 
il doit s'‘établir un équilibre suivant la loi de Donnan (lois des 
équilibres de membrane) et les ions cristalloides se trouveront 
a la fin distribués dune facon inégale a l’intérieur et a l’exté- 
rieur des sacs. Puisqu’a un ion électro-négatif transformé en 
acide doit correspondre un ion électro-positif qui se transforme 
en base, il y aura, dans l’épaisseur de la membrane et immé- 
diatement sur sa surface externe, un pH acide, tandis qua 
Ventérieur de la loge il y aura un pH a/calin. 

Nous avons déja vu (chapitre III] de notre premier mémoire) 
que le milieu alealin, spécialement quand son pH n’est pas 
susceptible de virer vers l’acidité, n'est pas favorable au déve- 
loppement des bacilles tuberculeux, trés sensibles 4 cet égard. 

Voil& pourquoi, dans le liquide de Sauton, contenu dans 
la loge externe des sacs introduits dans le péritoine des 
lapins, on ne réussif pas 4 obtenir une véritable culture de 
bacilles tuberculeux et l'on y observe seulement les éléments 
primordiaux incapables de se développer ullérieurement et 
d’acquérir l’acido-résistance. 

Nous avons, par contre, réussi (voir chapilre précédent) & 
observer la présence de bacilles nettement acido-résistanis 
dans les frottis faits avec les enveloppes conjonctives ow il 
peut se former, en vertu de la loi de Donnan, un milieu acide. 

Il est donc possible, au moyen des doubles sacs de collodion, 
de capter, ainsi que nous l’avons déja vu, les premiers élé- 
ments issus de l’ultravirus tuberculeux. 

Sur les différents milieux que nous employons dans notre 
Instilut pour cultiver le bacille tuberculeux, nous avons tou- 
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jours ensemencé largement les sérosités plus ou moins riches 
des formes primitives précédemment décrites. 

Pendant plusieurs mois, nous avons surveillé tous Jes jours 
ces ensemencements dans notre chambre-étuve, mais les 
formes primitives mentionnées — peut-étre a cause de leur 
fragilité et de leurs exigences nutrilives — ont toujours ren- 
contré des difficultés insurmontables pour leur développement 
ultérieur. Trois fois seulement nous avons réussi & obtenir des 
macrocultures, c’est-a-dire de véritables cultures bactériolo- 
giques. 


PREMIERE CULTURE. — Le 24 mai 1931, on extrait du lapin 316 un double sac, 
qui était resté pendant un mois dans le péritoine. Le sac se montre libre et 
intact. Dans le sédiment centrifugé de la lymphe extraite de la loge externe, 
on observe une quantité de petits bacilles isolés ou réunis en couples. 
Nous avons ensemencé avec cette lymphe quelques tubes contenant respec- 
tivement des milieux différents (Petroff, Lubenau, gélose glycérinée, etc.}. En 
outre, nous ayons inoculé 1/2 cent. cube de la méme iymphe dans le péritoine 
d'un cobaye (n° 348) de 265 grammes. 

Au bout de trente-six jours d’étuve 4 37°, on remarqua J’apparition sou- 
daine, a la surface d'un tube de Petroff, de petites colonies qui s’élaient 
développées simultanément. Nous avions méme cru que la plus grande de 
ces colonies, & cause de la soudaineté de son développement, était une moi- 
sissure ; mais lexamen microscopique démontra qu'il s’agissait de véri- 
tables, authentiques et typiques colonies de bacilles tuberculeux, déja en 
grande partie acido-résistants. 

Dans les préparations colorées au Ziehl-Neelsen, on voyait les bacilles 
groupés suivant leur mode caractéristique. Les masses centrales étaient 
rouges, les bacilles situés a la périphérie se montraient colorés en bleu, 
donc pas encore acido-résistants. Nombre de bacilles avaient une acido- 
résistance faible: ils se présentaient colorés en rose pale, avec, 4 leurs 
extrémités et le long de leur axe, des granulations nettement bleues (PI. II, 
fig. 8), mais non métachromatiques, ainsi que la coloration négative par la 
méthode de Gins en fit la preuve. Les bacilles se révélérent Gram négalifs; 
ils restérent colorés en rose pale, tandis que les granulations se colorérent 
en violet (Pl. II, fig. 9). Probablement nous élions en présence des granu- 
lations décrites par Morton C. Kahn comme corpuscules polaires des Hacilles 
tuberculeux naissants. 

Au bout de sept jours, tous les bacilles des mémes cultures étaient 
Gram-positifs, acido-résistants et, dans les préparations, ils se montraient 
groupés en buissons touffus et caractérisliques (PI. II, fig. 10). 

De cette premiére culture sur Petroff on a fait des repiquages sur d’autres 
milieux et plusieurs photugraphies (Pl. IV, fig. 7-11). 

Les repiquages de ces premiéres cultures commencérent a se développer 
plutot hativement — aprés six 4 huit jours, mais les colonies originelles sur 
Petroff s’arrétérent soudainement et a un certain moment se montrérent 
comme en régression. Cependant, une vingtaine de jours apres, ces colonies 
primaires se développérent de nouveau, bien qu’elles se montrassen 


200 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


ensuite chélives en comparaison des cultures-filles. Celles-ci étaient luxu- 
riantes et typiques, et, par repiquages sur d'autres milieux, elles fournirent 
des colonies abondantes. 

Le cobaye 318 que nous avions inoculé dans le péritoine succomba le 
27 aout 1934, c’est-a-dire environ cing mois aprés, de tuberculose généra- 
lisée du type caséeux. 

Cela signifie que les formes primitives, issues directement de lultravirus 
dans la sérosité des sacs, peuvent déji exercer une action tuberculigéne, 
mais du type caséogéue. 

Pour éprouver aussi la virulence de la culture primitive sur Petrofi, on a 
inoculé, le 15 avril 1931, un cobaye (n° 404) de 300 grammes. L’émulsion 
hacillaire injectée dans le péritoine avait présenté au microscope une grande 
quantité de bacilles acido-résistants typiques. Le poids du cobaye augmenta 
jusqu’a atteindre, en octobre, 740 grammes, mais ensuite l’animalcommenca 
a maigrir et succomba deux cent vingt-deux jours aprés inoculation ; il ne 
pesait alors plus que 380 grammes. 

A lautopsie, rien & signaler; bacilloscopie négative. Une émulsion d’or- 
ganes, injectée dans le péritoine d'un cobaye (n° 471 de 325 grammes), resta 
sans effet. Le cobaye a survécu. 

Cela améne & admettre que les premiéres cultures obtenues des éléments 
dérivés de lultravirus sont tellement atlénuées qu’elles ne peuvent plus tuer 
des cobayes qu’aprés plusieurs mois et, en outre, que le virus tend a 
s'épuiser et a se détruire. 

Cela nous a paru un peu étrange, car le cobaye 318, inoculé directement 
avec la sérosité de la loge externe contenant les protogénes tuberculeux, 
était mort de tuberculose. Mais les expériences sur la tuberculose abou- 
tissent parfois a des résultats difficiles a expliquer. 

Le 45 mai, on injecta dans le péritoine d'un autre cobaye (n° 405) de 
290 grammes une émulsion bacillaire obtenue d'une culture de quinze jours sur 
pomme de terre (deuxiéme passage), provenant du premier tube de Petroff. 
L’animal mourut le 1e" juin de tuberculose classique, avec des bacilles en 
quantité dans tous les organes. Les ensemencements de pulpe de rate, sur 
milieux a l’ceuf, donnérent des cultures caractéristiques. 

Donc la souche dérivée directement des protogénes tuberculeux avait 
repris — déja 4 son deuxiéme passage sur milieux nutritifs — sa virulence 
spécifique. ; 

Deruxihme cutture. — On extrait, le 11 mai 1931, du péritoine du lapin 441, 
un double sac qu’on y avait placé quatorze jours auparavant. Le sac se 
montrait intact, quoique emprisonné par l’épiploon et par une enveloppe 
conjonctive dense et richement vascularisée. De la loge externe du sac, on 
tira 1 cent. cube de sérosité trés limpide, qui, centrifugée pendant une demi- 
heure 4 3 200 tours, donna un sédiment lequel, au microscope, aprés colo- 
ration avec la fuchsine phéniquée diluée, montra de nombreux petits amas 
de granulations tres menues. Parmi ces derniéres, on observait aussi des 
bacilles isolés ou réunis en couples. Ces éléments n’étaient pas acido- 
résistants. 

On fit des cultures sur milieux divers et on injecta un demi-centimétre 
cube de la sérosité au niveau de l’aine du cobaye 414, de 160 grammes. 

Au bout de trente-cing jours, au fond d’un tube de Petroff, sans violet de 
gentiane, on observa une petite colonie de bacilles tuberculeux acido-alcoolo- 
résistants, Gram-positifs, de petites dimensions, semblables a des vibrions. 
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Par le Ziehl-Neelsen, plusieurs bacilles se montraient granuleux et présen- 
taient 4 un bout un corpuscule coloré en bleu, Par le Giemsa, ces granula- 
tions étaient colorées en rouge. 

Les repiquages sur d’autres milieux donnérent des cultures typiques et 
luxuriantes de bacilles tuberculeux. Le cobaye 444 et le lapin 444 survécurent. 


TROISIEME CULTURE. — Le 23 juin 1931, on introduit dans le péritoine du 
lapin 423 un double sac hacillifére et on lextrait vingt-deux jours aprés. ll 
se montre enveloppé de lissu conjonctif intensément vascularisé, d'une cou 
leur rouge vif. Dans quelques endroits de l’enveloppe, on rencontra du pus, 
négatif a la bacilloscopie (1). 

Le liquide de la loge externe était trés limpide, mais légérement bru- 
natre ; le sédiment provenant de la centrifugation était pauvre en formes 
bactériennes. On injecta une émulsion abondante de l’enveloppe conjonc- 
tive, dans le péritoine du cobaye 433 (de 430 grammes), qui survil encore 
(décembre 1932). 

On ensemenca la sérosité de la loge externe sur différents milieux. Au 
bout de cinquante-quatre jours, dans deux tubes de Petroff, un avec et un sans 
violet de gentiane, on apercut des colonies tuberculeuses typiques, dont 
l'étude nous amena a confirmer complétement les observations déja faites 
a propos de la premiére culture obtenue du double sac extrait du lapin 316. 


Ces trois résultats positifs, seuls parmi les nombreux ense- 
mencements que nous avons pratiqués, confirment une fois de 
plus que la culture des protogénes tuberculeux, c’est-a-dire des 
formes primitives dérivées de l'ultravirus, nest pas aisée a 
réaliser, peut-étre parce qu’elles ont été aussi endommagées 
par le long séjour dans la lymphe péritonéale. 

De ce que nous venons d’exposer, il résulte que: 

1° Dans la sérosité extraite de la loge externe des doubles 
sacs de collodion gui ont séjourné pendant un certain temps 
dans le péritoine des lapins, on observe d’ordinaire des formes 
bactériennes, bien colorables, que l'on peut photographier et 
qui ne sont pas acido-résistantes. On est donc autorisé a sup- 
poser qu’elles dérivent des éléments de l’ultravirus qui ont 
traversé la paroi du sac bacillifére interne. 

2° Ces formes, parfois tres abondantes, représentent, selon 
toute probabilité, les premiers aspects visibles des microbes 
issus des éléments invisibles de l'ultravirus tuberculeux. Pour 
étre brefs, nous avons donné a ces formes primitives et visibles, 
dérivées des éléments invisibles de l’ultravirus tuberculeux, 


(1) Le pus que l’on trouve souvent au niveau des calottes de mastic qui 
scellent Jes deux bouts du sac est toujours stérile. Il est probablement 
déterminé par la térébenthine qui entre dans la préparation du mastic. 
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développées et arrétées dans la sérosité de la loge externe des 
doubles sacs de collodion, le nom de « protogénes tubercu- 
leux ». 

3° Le léger effet bactéricide et la réaction constamment alca- 
line de la sérosité péritonéale de la loge externe des doubles 
sacs, toul en permettant la germination de ces éléments 
visibles primitifs, empéchent toutefois leur développement 
ullérieur, de telle sorte que, dans la loge externe, on n’observe 
jamais une vraie culture de bacille tuberculeux et encore moins 
de bacilles doués d’acido-résistance. 

4° Néanmoins, si l’on ensemence sur des milieux & l'wuf la 
lymphe des sacs riches en protogénes, on peut quelquefois 
obtenir d’authentiques cultures tuberculeuses. Dans trois cas, 
aprés trente-cinq, trente-six, cinquante-quatre jours d’étuve 
& 37°, on a pu observer l'apparition de cultures tuberculeuses 
typiques, conslituées par des bacilles qui, d’abord partie acido- 
résistants, ont ensuite acquis totalement !’acido résistance 
caractérislique. 

5° On peut done supposer que par l'emploi de milieux nutri- 
tifs plus convenables que ceux que nous avons utilisés, la 
culture des protogénes tuberculeux serait encore plus facile. 


2. — CULTURES NON APPARENTES ET EPHEMERES 
DES « PROTOGENES TUBERCULEUX ». 


Outre ces rares résultats entitrement posilifs que nous avons 
obtenus par l’ensemencement des protogénes tuberculeux, 
nous pouvons aussi relater des résullats partiels ou, pour 
mieux dire, éphéméres. 

Ces résultats éphéméres consistent en ce que, sur Jes milieux, 
spécialement sur les milieux a l’ceuf, ensemencés quinze a trente 
jours auparavant, avec de la sérosilé riche en protogénes tuber- 
culeux, on observe quelquefois l’apparilion de zones opaques, a 
bords réguliers, mais bien délimitées. Si on racle avec l’anse 
de platine la surface de ces zones, on observe au microscope 
nombre de granulations homogénes et de trés petits bacilles 
isolés ou groupés en amas. 

Quelques-uns de ces bacilles présentent des granulations au 
centre et aux extrémités. Il s’agit, en général, de courts biton- 
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nets, fort gréles, qui ressemblent beaucoup au bacille de Bang, 
généralement Gram-négalifs et non acido-résistants. Parfois, 
cependant, ils montrent une faible acido-résistance. 

On peut observer ces micro-cultures aussi sur la pomme de 
terre glycérinée, ott les zones de leur développement appa- 
raissent luisantes et d’un blanc laiteux, comme une légére ver- 
nissure, qui contraste avec l’aspect opaque et grisatre de la sur- 
face environnante. 

L’examen microscopique nous révéle une quantité, parfois 
énorme, de petites cocco-bactéries, réunies en amas, bien colo- 
rables avec la fuchsine phéniquée diluée, et non colorables avec 
le bleu de méthyléne aqueux seul. 

Malheureusement, ce tableau intéressant reste sans suite. 
Les repiquages sur de nouveaux milieux ne se développent que 
trés exceptionnellement. Les cultures primitives, elles aussi, 
disparaissent en peu de jours. Au lieu de saccroitre, elles 
régressent jusqu’a disparition compléte. Au bout de dix-douze 
jours, onn’est plus & méme de faire une préparation microsco- 
pique quelconque. A un certain moment, on réussit toutefois 
a’ ramener quelques formes bactériennes trapues, presque 
renflées, non acido-résistantes et manifestement voisines de la 
dégénérescence. Mais, a celte période, on est proche de la dis- 
parition définitive d+ la microculture. 

Voici quelques notes de laboratoire sur ces cullures éphé- 
meres. 


PreMizre OBSERVATION. — Le 22 avril 1931, on extrait du périloine du lapin 309 
un double sac que J’on y avait introduit soixante et un jours auparavant. 
L’examen microscopique du sédiment de la sérosité de la loge externe 
révéle de petits bacilles extrémement gréles, non acido-résistants. On ense- 
mence la sérosité sur divers milieux. A bout de vingt-sept jours on observe, 
a la surface d'un tube de Petroff, des zones opaques. Le microscope révéle 
une micro-culture abondante, formée par de petits bacilles non acido-résistants. 
On fait des repiquages sur gélose glycérinée, pomme de terre glycérinée, 
sur Petroff et sur milieu Al’ceuf Besredka. Au bout de neuf jours, 4 la surface 
des tubes de Petroff, on observe des zones opaques constituées par des micro- 
cultures de bacilles non acido-résistants. Quatre jours aprés (1°" juin), on 
trouve de petits bacilles méme dans le milieu de Besredka. Mais ces micro- 
cultures ne se développent pas ultérieurement. Le 2 juillet, il n’a été possible 
de déceler aucune trace des microbes ! 

N. B. — Un petit cobaye (n° 35), inoculé avec de la sérosité de la loge 
externe du méme sac, meurt de tuberculose deux cent seize jours aprés. Un 
autre cobaye (n° 336), inoculé avec lenveloppe du sac, meurtaprés deux cent 
seize jours, avec le tableau de la tuberculose atypique Calmette-Valtis. 
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Devuxtime orservation. — Apres soixante-trois jours, on extrait (24 avril 1934) 
du péritaine du lapin 312 un double sac. Formes bactériennes typiques dans 
le sédiment de la sérosité externe. Au bout de vingt-cing jours, on observe a 
la surface d’un tube de Petroff une légére opacité bien délimitée, de laquelle 
on obtient des préparations de bacilles tres minces, semblables au bacille de 
Bang, non acido résistants, non colorables par le bleu de méthyléne aqueux. 
Aprés repiquage sur des milieux divers, on trouve, au bout de six jours, des 
bacilles non acido-résistants (deux tubes de Petroff et un tube de Besredka . 
Une semaine aprés, on n’observe plus rien et les repiquages sur pomme de 
terre glycérinée restent négatifs. 

N. B. — Un cobaye (n° 336) a élé inoculé avec la sérosité externe du meme 
sac. Il succomba au bout d’un an et vingt jours, présentant dans la cavite 
abdominale trois abcés volumineux riches en bacilles tuberculeux (fig. B). 
Un autre cobaye (n° 337), inoculé avec l’enveloppe du sac, mourul au bout 
de deux cent trente et un jours de tuberculose généralisée grave, caséeuse. 


TRoIsIzmME OBSERVATION. — Le 6 avril1934, on extrait du péritoine du lapin 344 
bis (mort ensuite de pneumonie a Paséeurella) un double sac qui y avait 
séjourné un mois et demi. Présence dans la lymphe de la loge externe de 
trés petits bacilles et d'innombrables granulations non acido-résistantes, 
presque aux limites de la visibilité. On effectue les ensemencements. Aprés 
vingt-sept jours, on constate dans un tube de Petroff une microculture tres 
riche de bacilles isolés ou réunis en buissons et en petits amas, touta fait 
identiques 4 ceux des cultures ordinaires de hbacilles tuberculeux, et déja 
devenus acido-résistants (P]. Il, fig. 41). Que!ques-uns d’entre ceux présentent, 
colorées au Ziehl-Neelsen, des granulations bleues aux extrémilés et au centre 
(Pl. IV, fig. 12). On place de nouveau le tube 4 léluve pour ne pas géner 
ultérieurement la culture. Mais celle-ci s'arréta. La légére opacité de 
la zone cultivée s’effacga peu a peu pour enfin disparaitre. Trente-huit 
jours aprés, avec l’anse de platine on ne réussit 4 obtenir que peu de 
traces de matériel contenant des microbes. Le microscope décela seulement 
des formes bactériennes, quine rappelaient pas l'aspect des bacilles tubercu- 
leux. Elles étaient trapues, presque renflées et non acido-résistantes. On 
racla la surface du milieu pour faire des ensemencements. Résultat négatif. 

N. B. — Un cobaye (n° 319) inoculé dans le péritoine avec de la lymphe 
ensemencée, comme nous l'avons dit, succomba au bout de deux cent 
soixante-seize jours. Un autre cobaye (n° 326) inoculé avec lenveloppe du 
sac mourut au bout de deux cent cinquante jours avec le tableau anatomique 
dune tuberculose atypique Calmette-Valtis et bacilles acido-résistants dans 
les ganglions inguinaux. 


QUATRIEME OBSERVATION. — Le 27 avril 1934, on extrait du péritoine du 
Japin 315 un double sac, soixante-six jours aprés son introduction dans la 
cavilé. Ensemencement de la lymphe de la loge 'externe sur des tubes de 
Petroff et de gélose glycérinée et sur pomme de terre glycérinée. Vingt- 
deux jours aprés (19 mai), on racle la surface d’un tube de Petroff, ot l’on 
n’apercevait rien, mais dont on obtint des préparations riches en bacilles tres 
minces, courts, semblables aux bacilles de Bang. Sur la gélose, on observe 
aussi, quoique rares, de ces petits bacilles. Rien sur la pomme de terre. 
Repiquages sur d'autres tubes de Petroff et de milieu de Besredka, mais sans 
résultat. Les microcultures disparurent au bout de peu de jours. 

N. B. — Un cobaye (n° 338), inoculé dans le péritoine avec de la lymphe 
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ensemencée, mourut quinze jours apres de rupture accidentelle du foie, 
mais il présentait dans les ganglions, déja grossis, une quantité de bacilles 
acido-résistants. 


CINQUIEME OBSERVATION. — Le 16 mai 1931, on extrait du lapin 317 un double 
sac qui était resté dans le péritoine soixante-quatorze jours. Présence, dans 
la sérosité externe, d’amas de granulations trés menues, d’un aspect homo- 
gene, parmi lesquelles on décéle nettement des bacilles, petits, dispersés, 
isolés ou réunis en deux ou en trois, non acido-résistants, ni Gram résis- 
tants. On ensemence. Au bout de treize jours, a la surface de la pomme de 
terre glycérinée, on observe l’'apparition d'une tache blanchatre, lactée, ot 
Yon décéle un grand nombre de petits bacilles, minces, droits ou courbés, 
non acido-résistants, parmi une énorme quantilé d’éléments coccoides 
(Pl. IV, fig. 12). Pas de traces d'une vraie culture macroscopique. On pratique 
des repiquages sur dautres tubes de Pelroff et sur d'autres pommes de 
terre. Résultat négatif. La microculture développée sur pomme de terre 
disparait aussi rapidement. 

N. B. — Un cobaye (n° 402), inoculé dans le péritoine avec une partie de la 
sérosité externe, mourut au bout d'un an et quatre jours, avec le tableau 
dune tuberculose du type Calmette-Vallis ; un autre cobaye (n° 407), inoculé 
avec lenveloppe du sac, mourut deux cent cinquante et un jours aprés de 
tuberculose caséeuse. 


SIXIEWE OBSERVATION. — Le 47 juillet 1931, on extrait du péritoine du lapin 412 
un double sac qui y était reslé vingt jours. Le sédiment de la sérosité 
externe présente les habituelles granulations homogénes et les habituels 
petits cocco-bacilles en gros amas, non acido-résistants, Ensemencements 
sur divers milieux 4 l’ceuf et sur pomme de terre glycérinée. Le 44 juillet, on 
observe 4 la surface d'un milieu cuf et pommes de terre, une microculture 
constituée dune quantité innombrable de petits bacilles caractérisliques, 
non acido-résistants. Repiquages sans résultats. La premié¢re microcullure 
sur pomme deterre disparait, elle aussi, vite. 

N. B. — Un cobaye (n° 419), inoculé avec une partie de la sérosité de la 
loge externe du sac, asurvécu. Par contre, 2 cobayes (n° 417 et 418), inoculés 
avec l’enveloppe du sac, succombérent au bout de huit mois, présentant des 
tubercules caséeux dans |’épiploon, avec présence d’éléments acido-résistants. 


Il faut ‘remarquer que cet élrange phénoméne des cultures 
tuberculeuses non apparentes et 'éphéméres se rapproche d ob- 
servations analogues de lyse ou de disparition précoce des 
bacilles tuberculeux, faites par Vaitis et Saenz (1) dans leurs 
tentatives de culture directe de l’ultravirus dans des milieux 
liquides ; par Ninni (2) dans ses cultures an vivo, bien connues, 
au moyen de filtrats concentrés, dans les ganglions du cou des 


(4) Sur les cultures de Vultravirus tuberculeux. C. R. Soc. de Biol., 103, 
1930, p. 134. 

(2) Influence de l’age des cultures pour la mise en évidence de J'ultra- 
virus, etc. C. R. Soc. de Biol., 15 mars 1930, p. 891; et : Essai de culture des 
éléments filtrables des bacilles paratuberculeux. C.R. Soc. de Biol., 6 juin 1931. 
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cobayes et dans ses essais de culture des éléments filtrables 
des bacilles para-tuberculeux et, enfin, par T. de Sanctis 
Monaldi et J. Valtis (1) dans leurs inoculations de filtrats par 
voie intra-rachidienne. 

Etant donné la rareté extréme et Ja nécessité de l’utilisation 
variée du matériel bacillifére des susdites microcultures éphé- 
méres, nous avons pu éprouver une seule fois leur activité 
pathogéne. 

Voici un résumé de cette observation : 


Le 16 mai 1931, nous avons injecté dans le péritoine d’un petit cobaye 
(n° 403, de 230 grammes) tout le raclage de la surface d'un tube de Petroff (de la 
troisiéme observation) sur lequel, treize jours auparavant, avait fait son 
apparition une microculture, aprés un mois environ d’étuve. L’ensemen- 
cement du tube avait été pratiqué avec la sérosité externe d'un double sac 
resté quarante-trois jours dans le péritoine du lapin 314 bis. Mais le 16 mai, 
l'examen microscopique de la microculture était négatif. Les bacilles, qui 
treize jours auparavant montraient l’aspect caractéristique des bacilles tuber- 
culeux et étaient aussi acido-résistants. s’étaient raréfiés rapidement pour 
disparaitre, du moins apparemment, d'une maniére complete. Une prépara- 
tion microscopique faite deux 'jours avant avait déja révélé de trés rares 
formes bactériennes qui, cependant, s’éloignaient, parleur aspect, des bacilles 
de Koch. ll s’agissait de bacilles trapus, presque renflés et non acido-résistants. 
Le cobaye 403, inoculé avec le raclage, apparemment amicrobien, du tube 
de Petroff, augmenta progressivement de poids jusqu’a alteindre 610 grammes 
le 6 octobre 1931. Le 17 octobre, l’animal avait mis bas, mais son poids, tombé 
tout de suite aprés, s’était relevé de nouveau jusqu’a atteindre, le 26 no- 
vembre, 530 grammes. Le 3 décembre, deux cents jours aprés l’injection, le 
cobaye succomba, pesant 480 grammes. 

A lautopsie, on trouve un tableau suspect : sérosité sanguinolente dans le 
péritoine ; épiploon, reins et surrénales intensément congeslionnés; ganglions 
inguinaux grossis et hyperémiés, urine acide et albumineuse ; rate, foie, 
poumons d’aspect normal. L’utérus contenait 3 foetus bien développés, et dont 
les organes semblaient normaux. Les cultures du sang et des organes furent 
négatives. La recherche des bacilles acido-résistants dans les ganglions de 
Vaine et dans la rate ful vaine. Une émulsion des divers organes, injectée 
le 4 décembre 41931 dans le péritoine du cobaye 462 (de 340 grammes), et une 
émulsion en sérum physiologique des organes des 3 foetus. inoculée dans 
le péritoine de 2 autres cobayes (n° 464 et 465), ne donnérent aucun résultat. 
Les 3 cobayes augmentérent de poids et sont encore aujourd’hui (décembre 
4932) bien portants. 


De cette expérience unique, on ne peut tirer de conclusions. 
Mais si l’on voulail attribuer la mort du cobaye 403 a I’action 


({) Contribution a l'étude des effets de l'ullravirus tuberculeux par inocu- 


lation intra-rachidienne chez le cobaye. C. R. Soc. de Biol., 22 mars 1930, 
Pe osie 
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trés tardive d’éventuels éléments provenant de la microculture 
inoculée, on devrait, cependant, admettre que l’action patho- 
géne de cette culture était bien faible. Ce qui, du reste, cor- 
respond aux observations faites, Jusqu’ici, par nous sur le 
pouvoir morbigéne extrémement faible de Vultravirus tuber- 
culeux, 

Des expériences décrites dans ce paragraphe on peut, tou- 
tefois, tirer les conclusions suivantes : 

1° A la surface des milieux a l’ceuf ou de la pomme de terre 
glycérinée, ensemencés avec la sérosité extraite de la loge 
externe des doubles sacs et riche en protogénes tuberculeux, au 
lieu de vraies cultures de bacilles tuberculeux, on voit quel- 
quefois apparaitre des microcultures invisibles a l’ceil nu; 

2° L’existence de ces microcultures se révéle seulement par 
lopacité ou par les aspects spéciaux qu’elles donnent aux 
endroits de la surface du milieu ow elles se développent ; 

3° L’examen microscopique de ces zones de microculture 
décéle une grande quantité d’éléments microbiens cocco-bacil- 
laires, isolés ou groupés en amas plus ou moins abondants, 
généralement non acido-résistants, mais bien colorables et 
photographiables. Une fois, aprés vingt-sept jours d’étuve, on 
a aussi trouvé des hacilles qui étaient déji devenus acido- 
résistanlts; 

4° Les microcultures non apparentes, dont il est question, 
n’ont jamais donné lieu a de vraies cultures apparentes. Les 
repiquages en sont difficiles et, en tout cas, sont impossibles 
au dela du deuxiéme passage. Les examens successifs de la 
microculture révélent, au contraire, la graduelle et rapide dis- 
parition de tous les bacilles préexistants, méme si ceux-ci ont 
déja acquis une acido-résistance bien marquée. 

Ces cultures éphéméres ne durent que peu de jours et leur 
disparition compléte est dénoncée par des signes précurseurs 
d’une involution rapide et progressive des bacilles, causée pro- 
bablement par un principe lytique, dont la genése et la nature 
deyront étre établies par d’ullérieures recherches ; 

5° L’action pathogéne de ces microcultures est trés faible et 
on ne peut pas l’exaller au moyen de quelques passages & tra- 
vers les animaux. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. L, n° 2, 1933, 14 
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3. — ACTION MORBIGENE DES «© PROTOGENES TUBERCULEUX » 
ET DE LBEURS CULTURES. 


Sil’on passe en revue les expériences que nous avons jusqu ici 
décrites, on constate tout de suite que Vinoculation, a des 
cobayes, d’éléments filtrables du virus tuberculeux, obtenus 
soit 7m vitro, soil invivo au moyen de sacs de collodion, est bien 
capable de déterminer des manifestations pathologiques de 
nature spécifique. Ces lésions reproduisent, d’ordinaire, d’une 
facon plus ou moins caractéristique, le tableau de la tubercu- 
lose du type Calmette-Valtis. 

Parfois on ne trouve, a l’autopsie, que deux signes seulement 
qui puissent faire soupconner que Ja mort est due 4 l’action de 
Vultravirus tuberculeux : la présence de sérosité sanguinolente 
dans le péritoine (que l’on peut constater méme quand |’inocu- 
lation a été faite par voie sous-cutanée) et [urine acide, plus 
ou moins albumineuse. 

D’aprés nos observations, ces signes ne manquent jamais 
chez les cobayes tués par l'ultravirus ou par les protogénes du 
virus tuberculeux. 

Les résultats positifs des réinoculations ont toujours étayé ce 
soupcon. 

L’acidité de urine chez le cobaye est un signe certain de 
Vexistence d'un état acidosique qui, d’ailleurs, existe aussi 
dans certains stades de la tuberculose et dans d’autres mala- 
dies infectieuses et cachectisantes (1). A l’acidité de urine des 
cobayes qui succombent a Vinoculation du matériel tubercu- 
leux, il ne faut done pas donner une valeur spécifique; mais, 
pratiquement, dans cegenre d’expériences, l’acidité en question 
acquiert une importance diagnostique gue lon ne peut 
négliger. 

Nous avons déja dit plusieurs fois que les éléments issus de 
lultvavirus ont une action pathogéne peu marquée. Nous avons 
essayé de favoriser le développement plus luxuriant de l'ultra- 
virus passé dans la loge externe des doubles sacs, en substi- 
tuant du sang défibriné de lapin au liquide de Sauton. Mais les 


(1) Ronvonr : La chimica della tubercolosi. Giorn. chim. industr. ere applic. 
Milano, 1934, p. 216. : 
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résultats n’ont) pas été tres différents de ceux que nous avons 
précédemment relatés. En voici deux exemples:: 


PREMIER EXEMPLE. — Lapin. 439. de 1.750 grammes., On introduil, dans le: péri- 
toine, le 19 juillet 1931, un double sac bacillifére dont la loge externe est remplie 
de sang défibriné de lapin. On lextrait vingt-cing jours aprés. Présence, 
dans le:sang centrifugé, de rares formes cocco-bacillaires: On injecte tout 
le sang dans laine d’un cobaye (n° 447) de 310 grammes, qui meurt apres: 
cent vingt-cing jours présentant 4 l’autopsie: sérosité sanguinolente dans le 
péritoine, rate trés augmentée de volume (six fois le volume normal), avec 
réaction folliculaire intense, mais sans tubercules; foie et épiploon fortement 
congestionnés; poumons avec quelques zones nécrosées;, ganglions trachéo- 
bronchiques grossis; urine albumineuse et acide; rares bacilles acido-résis- 
tants dans les ganglions inguinaux. 

On inocule dans le péritoine dun cobaye (n® 467) de 280 grammes. une’ 
émulsion des organes du cobaye précédent, et, dans-le péritoine et.la cuisse 
dun deuxiéme cobaye (n° 468) de 340 grammes, l’enveloppe. du sac. Les deux 
animaux ont survécu. Le lapin 439 succomba le 2 janvier 1932, c’est-a-dire 
quatre mois et demi aprés lextraction: du sac. Aucune lésion suspecte. On 
inocula une émulsion d’organes de ce lapin,. le 10. juillet 1932, 2 un cobaye 
(n° 476) de 450 grammes, qui survit encore aujourd’hui. 


DEUXIEME EXEMPLE. — Lapin 440 de 1.750 grammes. On introduit (19 juillet 
4931) dans le péritoine un double sac bacillifére avec la loge externe remplie: 
de sang défibriné de lapin. Le sac est extrait trente jours aprés. Il se pré- 
sente intact et enveloppé complétement par lépiploon énormément vascula- 
risé. Dans le sang pas de formes bactériennes. Les cultures sur milieux a 
lceuf restent stériles. Dans le péritoine du cobaye 450, de 320 grammes, on 
injecte une émulsion de Venveloppe. L’animal meurt cent cinquante-sept 
jours aprés, avec sérosité sanguinolente dans le péritoine, urine acide et albu- 
mineuse, ganglions inguinaux grossis et de rares formes bactériennes faible- 
ment acido-résistantes. On injecte une émulsion des organes de ce cobaye, 
dans le péritoine d'un cobaye neuf (n° 482) de 400 grammes. L’animal a sur- 
vécu. Le lapin 440 meurt de gale le 15 janvier 1932, c’est-a-dire au bout de 
cent quatre-vingt-un jours. Une émulsion de ses organes est inoculée dans 
la cuisse du cobaye 449, de 325 grammes, qui meurt cent. vingt jours: aprés. 
L’animal avait mis bas et son poids avait atteint jusqu’A 400 grammes. A 
lautopsie, tableau analogue a celui du cobaye 450. 

Une émulsion des organes du cobaye 449 est inoculée dans le péritoine du 
cobaye 468 de 320 grammes, qui meurt au bout de vingt jours présentant le 
tableau suivant: ganglions inguinaux grossis el caséifiés; sérosilé sangui- 
nolente dans le péritoine; un petit abcés caséeux de la paroi abdominale, au 
niveau de l'injection; rate grossie; entérite; urine acide et albumineuse; rares 
bacilles acido-résistants caractéristiques dans les ganglions: inguinaux et 
dans le pus de l’abeés. Culture du foie et du sang stériles. On injecte une 


émulsion d’organes de cet animal 4 un autre cobaye (n° 475) de 400 grammes, 
qui survit encore. 


De ces expériences il ressort donc que les éléments de l’ultra- 
virus tuberculeux, méme développés dans le sang défibriné de 
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lapin, montrent une faible action pathogéne. Souvent ils ne 
produisent aucun effet si on les inocule aux cobayes. Quand ils 
déterminent la mort de l’animal, on n’observe qu'un tableau 
banal : congestion généralisée, sérosité sanguinolente dans le 
péritoine, urine acide et albumineuse. Seulement des passages 
successifs peuvent révéler 4 la fin des processus caséeux et 
des lésions plus évidentes, ou il est possible de rencontrer 
d’authentiques bacilles acido-résistants, méme quand on 
emploie du matériel qui, apparemment, ne contient pas d’élé- 
ments morphologiques bactériformes. 

Les premiers éléments morphologiques du virus tubercu- 
leux, plus ou moins développés dans lorganisme animal et 
dérivés de l'ultravirus ou des protogénes tuberculeux, ne 
montrent pas davantage de virulence notable. Parfois ils ne 
sont pas capables de tuer les cobayes. 

Dans le premier paragraphe de ce chapitre nous avons relaté 
un cas (cobaye 318) ot injection du liquide extrait de la loge 
externe d’un double sac qui avait séjourné un mois dans le 
péritoine du lapin 316 provoqua, aprés cing mois, la mort de 
Yanimal par tuberculose généralisée du type caséeux. Nous 
avons relaté deux autres cas (cobayes 414 et 423) dans lesquels 
Vinjection de la sérosité extraile de la loge externe n’a déter- 
miné aucun dommage. C’est aussi un fait étrange que l’injec- 
tion de bacilles tuberculeux provenant de la premiére culture 
typique que nous avions obtenue, le 30 avril 1931, de la séro- 
sité externe du sac extrait du lapin 316, ait déterminé, il est 
vrai, la mort d’un cobaye (404) au bout de deux cent vingt- 
deux jours, et que l’autopsie n’ait révélé ni lésions spécifiques, 
ni bacilles acido-résistants. 

Le passage des organes émulsionnés a travers un autre 
cobaye (471) a donné un résultat négatif. Par contre, l’injec- 
tion 4 un autre cobaye (405) de bacilles tuberculeux provenant 
d’un deuxiéme repiquage de la premiére culture non tuberculi- 
gene a luél’animal au bout de dix-sept jours seulement, avec le 
tableau anatomique et bactérioscopique de la tuberculose géné- 
ralisée classique. 

Ces résultats, en apparence inexplicables, prouvent que — 
de méme que l’ultravirus — les premiéres cultures accidentel- 
lement obtenues par l’'ensemencement des protogénes tubercu- 
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leux sont douées, elles aussi, d'une virulence bien incertaine. 

Il semble que, dans ces cas, le virus acquiert son activité 
spécifique, c’est-a-dire devient capable de provoquer la forma- 
tion de nodules tuberculeux apparents, seulement aprés une 
deuxiéme culture. 

Mais de nos protocoles d’expérience, il ressort que, non seu- 
lement l’inoculation des protogénes tuberculeux peut causer la 
mort des cobayes et donner lieu a des lésions spécifiques, mais 
que dans les réinoculations successives ces protogénes se mon- 
trent capables de recouvrer intégralement toules les propriétés 
pathogénes et les caractéres morphologiques du virus tuber- 
culeux ordinaire. 

Les résumés des expériences suivantes, qui, dans un autre 
but, ont été relatés dans les pages précédentes, démontrent ce 
que nous venons de dire. 


Experience A. — Dans la cuisse du cobaye 419, de 200 grammes, on injecte 
(18 juin 1931) la sérosité externe d’un double sac hacillifére resté pendant 
vingt jours dans !'abdomen du lapin 412. Sérosité riche en protogénes tuber- 
culeux. Le cobaye survit, tandis que deux autres cobayes (417 et 418) injectés 
dans le péritoine avec lenveloppe du méme sac, succombérent au bout de 
deux cent quatre jours, présentant le tableau atténué d’une tuberculose 
Calmetie-Vallis, mais avec présence, chez le cobaye 417, de bacilles faible- 
ment acido-résistants dansles ganglions inguinaux et épiploiques. 


Experience B. — Dans le péritoinc du cobaye 420, de 250 grammes, on 
injecte (19 juillet 1931) la sérosité externe d’un double sac bacillifére resté 
vingt-six jours dans l’abdomen du lapin 431. L’animal meurt cent quarante 
jours aprés, avec le tableau d’une tuberculose atypique atténuée : légére 
adénite inguinale, sérosité sanguinolente dans le péritoine, urine acide et albu- 
mineuse, épiploon congestionné. Des bacilles tres menus, isolés ou réunis 
en petits amas, légerement acido-résistants, furent rencontrés seulement 
dans les ganglions inguinaux. Réinoculations négatives. 


Expérience D. — Dans le péritoine du cobaye 318, de 265 grammes, on 
injecte (24 mars 1931) la sérosilé externe d'un double sac hacillifére resté 
trente jours dans lVabdomen du lapin 316. La sérosilé contient de rares 
petits bacilles non acido-résistants. Le cobaye meurt au bout de cing mois, 
présentant a lautopsie: liquide sanguinolent dans le périloine; rate, poumons, 
épiploon parsemés de tubercules caséeux; urine acide et albumineuse ; 
grande quantité de bacilles acido-résistants dans les organes. De la méme 
sérosité, on a obtenu la premiére culture typique de bacilles tuberculeux. 


Expérience E. — Dans le péritoine du cobaye 319, de 300 grammes, on 
injecte (6 avril 1931) la sérosité externe d'un double sac hacillifére resté 
quarante-cing jours dans l’abdomen du lapin 314 bis. La sérosité renferme 
de petits bacilles et des granulations non acido-résistants. Le cobaye meurt 
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au bout de deux cent soixante-seize jours : sérosité sanguinolente dans :le- 
péritoine, polyadénite, urine ‘acide et albumineuse. Bacilloscopie négative.. 


Expirience F. — Dans le péritoine du cobaye .335, de 280 grammes, + 
injecte (22 avril 1931) la sérosité externe d'un double sac bacillifere resté 
soixante et un jours dans l’abdomen du lapin 309. Le cobaye meurt deux cent 


Fie. ‘B. 


seize jours apres de tuberculose généralisée caséeuse, spécialement localisée- 
aux‘pouinons. Quantité de bacilles ‘tuberculeux dans tous les organes. 


Expirience G. — Dans le péritoine du ecbaye 336, de 400 grammes, on 
injecte (24 ‘avril 193!) la sérosité externe d'un double sac ‘bacillifére resté 
soixante-trois jours dans l’'abdomen du lapin 312, mort successivement, au 
bout de denx cent soixante-quatre jours, de ‘broncho-pneumonie ‘caséeuse 
tuberculeuse. La sérosité ne révéle pas la présence de protogénes. Le cobaye 
sueccombe au bout d’un an et vingt jours, présentant, dans latcavité2abdomi- 
nale trois abcés volumineux semblables .A de gros kystes (fig.'B) et avec: 
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un contenu trés dense et caséeux. Quantité de petits abcés, des dimensions 
dun pois chiche, dans I’épiploon. Rate, foie, poumons normaux en appa- 
rence; de méme, les ganglions; sérosité sanguinolente dans le péritoine, 
urine acide et albumineuse. De rares bacilles acido-résistants granuleux 
dans le pus des abcés; rien dans les ganglions et les autres organes. 

Les cultures des différents organes et des abcés sur les milieux ordi- 
naires restent négatives. Les ensemencements du pus et des abcés sur les 
milieux & lceuf, avec adjonction de glycérine, de lait, etc..., présentérent, 
au bout de dix-huit 4 trente-quatre jours, des cultures typiques de bacilles 
tuberculeux. Au bout de quarante-six jours, on observa dans un tube l'appa- 
rition de petites colonies qui devinrent bientot confluentes el formérent une 
culture tuberculeuse qui couvrit toute la surface du milieu. 

Le 45 mai 1932, le pus d'un des volumineux abcés du péritoine, émulsionné 
dans de la solution physiologique, est injecté dans le péritoine du cobaye 544, 
de 300 grammes. Ce cobaye mourut, trente-deux jours aprés, de tuberculose 
généralisée classique avec présence de nombreux bacilles tuberculeux 
dans tous les organes. 


Cette expérience nous a paru d'une valeur singuliérement 
démonstrative, car elle fait ressortir la facon dont se déroule 
probablement le cycle évolutif complet du virus tuberculeux, 
c’est-a-dire comment le virus, 4 partir de sa phase hacillaire, 
peut, en passant par les deux étapes successives d'ultravirus et 
de protogénes non tuberculigénes, retourner de nouveau & la 
phase bacillaire tuberculigéne. 


Expérience H. — Dans le péritoine du cobaye 338, de 450 grammes (variété 
américaine = cobaya apera), on injecte (27 avril 1931) 1 cent. cube de sérosité 
externe d'un double sac bacillifére resté soixante-six jours dans l’abdomen 
du lapin 345. Dans la sérosité, nombre de petits bacilles et de granulations 
non acido-résistants. Le cobaye succombe au bout de quinze jours 4a une 
cause accidentelle. Cependant, on trouva a l’autopsie : polyadénite, rate tres 
volumineuse ; quantité de bacilles acido-résistants dans les ganglions rétro- 
vésicaux, trachéo-bronchiques et épiploiques. On injecte une émulsion de 
rate dans le péritoine du cobaye 401, de 490 grammes, qui meurt au bout de 
deux mois et demi environ de tuberculose généralisée. Une émulsion de 
pulpe splénique est injectée dans le péritoine du cobaye 401, de 490 grammes, 
qui meurt, apres deux mois el demi, de tuberculose généralisée. Une autre 
émulsion des ganglions bacilliféres est injectée dans le péritoine du cobaye 
400, de 470 grammes, qui meurt, lui aussi, de tuberculose vingt jours apres, 
avec nombre de bacilles acido-résistants dans tous les organes. On ense- 
mence, dans un tube de Petroff et sur pomme de terre glycérinée, du suc des 
ganglions trachéo-bronchiques dv cobaye 338. Au bout de vingt jours, on 
obtint des cultures tuberculeuses typiques. Sur la surface d’un autre tube 
de Petroft et d’une autre pomme de terre glycérinée, ensemencés avec de la 
pulpe splénique, on observa des microcultures avec présence de rares 
bacilles nettemént acido-résistants qui, toutefois, disparurent completement 
en quatorze jours. A la surface d'une pomme de terre glycérinée ense- 
mencée avec la méme pulpe splénique, on observa, au bout de trente-trois 
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jours, l’apparition soudaine d'une colonie Luberculense typique qui se déve- 
loppa rapidement en direction verlicale jusqu’a proximité de la paroi du 
tube, comme une verrue mince et élancée. Quelques jours aprés, on constala 
le développement d’une autre colonie d’aspect verruqgueux au niveau du 
bord inférieur de la pomme de terre. 

L’enveloppe du sac extrait du lapin 315 avait révélé quelques bacilles 
acido-résislants. 


Exekriexce 1."— Dans le péritoine du cobaye 402, de 250 grammes, on 
injecte (46 mai 1931) la sérosilé externe d'un double sac bacillifere resté 
soixante- -quatorze jours dans l’abdomen du lJapin 317. Sérosité riche en 
fofmes bactériennes du protovirus, non acido-résistantes. Le cobaye meurt 
trois cent soixante-neuf jours aprés, avec le tableau de la tuberculose Cal- 
mette-Valtis et avec bacilloscopie posilive dans les ganglions inguinaux el 
netro-véesicaux. 


; De ces expériences, il ressort d'une maniére bien évidente 
‘que les protogenes tuberculeux dérivés de l'ultravirus et captés 
am vivo au moyen de nos doubles sacs de collodion sont & 
méme de provoquer, chez les cobayes, des lésions mortelles, 
spécifiquement tuberculeuses, et de reconstituer dans l’orga- 
nisme de ces animaux, plus facilement que zn vitro, les bacilles 
acido-résistants typiques que l’on peut cultiver et réinoculer 
en séries successives. 

Naturellement, pour des raisons faciles & comprendre, les 
résultats des inoculations de protogénes tuberculeux chez les 
cobayes ne sont ni uniformes, ni constants. La quantité plus 
ou moins massive et la concentration du matériel injecté, le 
poids des animaux, les phases d’évolution des protogénes eux- 
mémes germés dans la loge externe des doubles sacs, etc..., 
doivent exercer des influences sur |’issue des inoculations. Par 
exemple, dans l’expérience A, on remarque que le cobaye 419 
avait survécu aprés Vinoculation du contenu de la sérosité 
externe, riche en éléments protogénes, tandis que les deux 
cobayes 417 et 418, inoculés avec l’émulsion de l'enveloppe du 
sac, avaient succombé. Tout cela signifie probablement que 
Pultravirus, passé a travers la paroi externe du sac, s’était 
développé d'une fagon plus abondante ou plus rapidement que 
Vultravirus qui, & travers les espaces intermicellaires, était 
passé de la loge interne dans la loge externe en y restant con- 
finé dans un milieu peu favorable. 

Meme dans cette expérience (ainsi que dans les expériences 
B et C) les protogénes tuberculeux, aprés une manifestation 
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pathologique initiale représentée par les suites mortelles de la 
premiére inoculation de la sérosilé contenant les protogénes 
eux-mémes, n’ont pas montré la vitalité et la capacité suffi- 
santes pour se développer ultérieurement et devenir virulents 
dans les passages successifs. Ce qui confirme, encore une fois, 
la faible vitalilé et le faible pouvoir pathogene des protogénes 
tuberculeux. 

Méme ces derniers, ainsi que les éléments invisibles de 
Vultravirus, bien quwils puissent causer, au bout d'une longue 
période de temps, la mort des animaux, ne semblent pas 
capables de provoquer la formation d’authentiques nodules 
tuberculeux. Leur action morbigéne se manifeste, en général, 
par des processus inflammatoires et caséogénes. Ceux-ci 
peuvent offrir un tableau anatomique important comme dans le 
cas du cobaye 336 (expérience G). A l’autopsie de cet animal, 
on trouva trois abcés volumineux dans la cavité abdominale; 
Yun d’eux avait les dimensions d’un ceuf de poule. 

En ce qui concerne l’apparition des formes bacillaires acido- 
résistantes chez les cobayes inoculés avec des protogénes tuber- 
culeux on a observé un comportement parfois irrégulier. 

Quelquefois (cobaye 338 de l’expérience H), au bout de 
quinze jours seulement aprés Vinoculation endo-péritonéale 
de matériel contenant des protogénes, on rencontra des 
bacilles acido-résistants typiques dans les ganglions plus ou 
moins intéressés. 

D’autres fois, au contraire, méme plusieurs mois aprés l’ino- 
culation des protogénes, la bacilloscopie des ganglions plus ou 
moins frappés resta négative ou presque négative. 

Cela ne peut étonner. On sait méme que l’injection de filtrats 
peut déterminer, chez les cobayes, des lésions typiquement 
tuberculeuses et virulentes, quoique abacillaires ou agranu- 
laires. 

Parfois on a observé (comme chez le cobaye 419 de l’expé- 
rience A et le cobaye 441 de l’expérience C) seulement des 
menus éléments granuleux, coccoides ou cocco-bacillaires, 4 
peine acido-résistants. La culture directe de ces éléments, 
méme sur les milieux les plus favorables, est fort difficile. 

Au contraire, elle est relativement facile quand les ensemen- 
cements sur ces milieux viennent d’étre praliqués avec du 
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matériel purulent ou caséeux, ot les bacilles tuberculeux, bien 
que peu nombreux, se montrent avec leur aspect caractéris- 
tique et possédent une acido-résistance nette. 

De ces expériences on peut finalement tirer les conclusions 
suivantes : 

1° Pour capter les protogenes tuberculeux dans les doubles 
sacs de collodion, le liquide de Sauton peut étre remplacé, 
dans la loge externe, par du sang défibriné de lapin ; 

2° Les protogénes qui se sont développés dans le sang de 
lapin se montrent — comme les éléments de lultravirus — 
doués d’un faible pouvoir pathogéne. Néanmoins on réussit 3 
leur conférer un pouvoir spécifiquement tuberculigéne en fai- 
sant des passages dans l’organisme des cobayes ; 

3° Les premiéres cultures de bacilles tuberculeux acido- 
résistants obtenues par l’ensemencement de leurs protogénes 
peuvent exercer une faible action pathogéne sur les cobayes. 
Mais on réussit & leur faire recouvrer la capacité spécifique de 
produire de nodules tuberculeux par des repiquages sur des 
milieux appropriés ; 

4° L’injection aux cobayes de protogénes tuberculeux captés 
au moyen de nos doubles sacs de collodion détermine presque 
toujours la mort et, 4 l’autopsie, on peut rencontrer les diffé- 
rents aspects de la tuberculose expérimentale chronique : 
depuis les plus atténués — simple et légére polyadénite ou 
un tableau plus ou moins accentué du type Calmette-Valtis, 
sans aucune lésion tuberculeuse apparente — jusqu’aux formes 
tuberculeuses caséogénes disséminées ouavec formation d’abcés 
caséeux volumineux, desquels on peut facilement obtenir des 
cultures de bacilles tuberculeux typiques; 

5° Cependant, tous ces processus spécifiques ont toujours 
une marche extrémement lente. Ils peuvent méme durer plus 
dun an. La recherche des bacilles acido-résistants est fréquem- 
ment positive dans les organes qui se montrent peu frappés, 
ainsi que dans les produits d’aspect typiquement tuberculeux. 
Mais chez les animaux infectés avec des protogénes tubercu- 
leux, on n’a jamais observé l’apparition de yéritables granu- 
ieee spécifiques, c’est-a-dire de tubercules ; 

6° La faible action ‘tuberculigéne exercée par les protogénes 
taberculeux chez les cobayes est méme démontrée par le fait 
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que, quelquefois, on n’obtient aucun résultat par la réinocula- 
tion, & des cobayes neuls, de produits manifestement patho- 
logiques causés par les protogénes eux-mémes et contenant 
aussi, parfois, des éléments acido-résistants. 


Conclusions générales. 


L’emploi des sacs de collodion & simple ou & double paroi, 
pour |’étude du virus tuberculeux, a permis de mettre en évi- 
dence les faits suivants : 

1° L’ultravirus tuberculeux traverse spontanément, non seu- 
lement 7m vivo, mais aussi in vitro, les parois des ultrafiltres de 
collodion. Ce fait atteste que les différentes objections sou- 
levées contre les résultats expérimentaux positifs obtenus par 
Vinjection de filtrats tuberculeux recueillis au moyen des 
hougies poreuses ordinaires nev sont pas fondées ; 

2° L’ultravirus filtré directement 7m vitro, et Vultravirus 
filtré directement im vivo, se montrent toujours doués d’un 
pouvoir pathogéne assez faible et ne semblent pas capables de 
provoquer, chez les animaux, la formation de nodules tuber- 
culeux spécifiques; 

3° Les infections par ultravirus qui se développent chez les 
animaux peuvent étre favorisées ou aggravées jusqu’a conduire 
a une issue mortelle par l’intervention d’une infection micro- 
bienne surajoulée, due & des germes de sortie ou & l’accouche- 
ment, ou a l’avortement; 

4° L’ultravirus tuberculeux est doué d’une vitalité faible et 
se montre exigeant en ce qui concerne ses besoins nutritifs. 
Seulement d’une facon exceptionnelle on arrive a le cultiver 
en employant des pulpes d’organes ou des produits patholo- 
giques d’animaux inoculés avec un virus de deuxiéme ou de 
troisiéme passage ; 

5° L’ultravirus tuberculeux est capable de traverser in vivo 
la double paroi d’un sac de collodion resté un certain temps 
dans le péritoine d'un animal, et de provoquer ainsi dans 
Vorganisme de ce dernier des lésions spécifiques. 

Mais l’emploi des sacs doubles en collodion est surtout inté- 
ressant, car il a permis de capter et de rendre visibles des. 


2418 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


formes baclériennes qui se sont développées dans leur loge 
externe. Ces formes bactériennes sont manifestement issues 
des éléments invisibles de l’ultravirus qui ont pu traverser 
la membrane de collodion qui sépare les deux loges du double 
sac; 

6° On a cru pouvoir désigner ces formes bactériennes ini- 
tiales, issues de l’ultravirus dans la sérosité de la loge externe 
des doubles sacs de collodion, par l’expression de « protogénes 
tuberculeux ». 

De méme que toutes les phases iniliales des bacilles tuber- 
culeux, les formes bactériennes en question apparaissent rares, 
el tant qu’elles restent A l’intérieur des sacs de collodion elles 
ne sont pas capables d’évoluer vers des phases ultérieures de 
développement, sans doute a cause du faible pouvoir bactéri- 
cide et de la réaction constamment alcaline présentés par la 
sérosité péritonéale qui a pénétré dans la loge externe. 

Généralement, la sérosité péritonéale non inactivée ne con- 
stitue pas un milieu favorable au développement des microbes 
et spécialement des bacilles tuberculeux; 

7° Sur les milieux appropriés, ensemencés avec des proto- 
génes tuberculeux contenus dans la sérosité extraite de doubles 
sacs de collodion, peuvent parfois se développer’des cultures 
tuberculeuses typiques. Mais le plus souvent les ensemence- 
ments restent stériles ou produisent seulement des micro- 
cultures éphéméres. 

Les cultures obtenues directement par l’ensemencement des 
formes primitives visibles issues de l’ultravirus tuberculeux 
montrent d’abord une virulence assez faible. Mais, par des 
repiquages, les cultures recouvrent rapidement leur activité 
spécifique et la capacité de provoquer la formation de nodules 
tuberculeux; 

8° L’inoculation au cobaye de sérosité contenant des pro- 
togénes tuberculeux détermine, en général, des processus 
morbides mortels, mais & marche trés chronique. Ces processus 
sont caractérisés, en général, par des allérations anatomiques 
de nature inflammatoire ou caséogéne, par l’absence ‘de granu- 
lomes luberculeux visibles, et aussi par la présence fréquente 
de bacilles acido-résistants ; 


La notion de l’action pathogéne généralement trés faible de 
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Pullravirus tuberculeux est ainsi confirmée ainsi que celle des 
éléments morphologiques initiaux, visibles, issus del’ultravirus. 

Néanmoins, par des passages successifs dans l’organisme 
des cobayes, on peut restituer aux souches atténuées, dérivées 
de lultravirus, leurs propriétés spécifiques originelles, cultu- 
rales et pathogénes ; 

9° De Vensemble des recherches relatées dans le présent 
mémoire, se dégage la démonstralion expérimentale que l’on 
ne peut plus désormais considérer comme exacte la notion que 
le seul mode de reproduction du bacille tuberculeux est celui 
de la simple division cellulaire. 

Nos expériences confirment nellement l’existence d’un cycle 
évolutif dans la biologie du bacille tuberculeux. 


EXPLICATION DES PLANCHES 


Prancne I. 


Fic. 1. — Eléments acido-résistants dans un frotlis de ganglion inguinal 
dun cobaye (n° 160) sacrifié quarante jours aprés l’injection sous-cutanée de 
4 cent. cube de liquide de Sauton, dans Jequel un sac de collodion contenant 
des bacilles tuberculeux était resté plongé pendant vingt-six jours a 379. 
Coloration Ziehl-Neelsen. 


Fic. 2. — Bacilles tuberculeux trouvés dans le contenu de la loge interne 
dun double sac resté quarante-cing jours dans le péritoine d’un lapin 
(n° 314 bis). On y observe des bacilles acido-résistants (originels) et des 
bacilles non acido-résistants (éléments néoformés au début de leur déve- 
loppement). 


Fic. 3. — Bacilles acido-résistants dans le froltis de l’enveloppe conjonctive 
dun double sac bacillifére, extrait, aprés soixante-six jours, du péritoine 
dun lapin (n° 315). Coloration Ziehl-Neelsen). ‘ 


Fic. 4. — Aspect des « protogénes tuberculeux » dans la lymphe centri- 
fugée de la loge externe d'un double sac, extrait, aprés quarante-cing jours. 
du péritoine d’un lapin (n° 314 bis). Coloration Ziehl-Neelsen. 


Fic. 3. — Autre préparation du centrifugat de la méme lymphe de la 
figure précédente. Coloration Ziehl-Neelsen. 


Fic. 6. — Préparation de la lymphe centrifugée, extraite de la loge externe 
d'un double sac bacillifére resté trente jours dans le péritoine d'un lapin 
(ne 316). On voit ici les protogénes tuberculeux plongés dans un nuage fin de 
substance amorphe. Coloration Ziehl-Neelsen. 
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Prancne II. 
Fic. 7. — Formes granulaires et bacillaires du sédiment de la lymphe cen- 


trifugée de la loge externe d’un sac resté soixante-quatorze jours dans le 
péritoine d'un lapin (n° 347). Coloratiun simple par Ja fachsine phéniquée 
diluée. 


Fic. 8. — Bacilles tuberculeux d'une culture sur Petroff, qui s’était déve- 
loppée trente-six jours aprés l’ensemencement avec la lymphe de la loge 
externe d’un double sac resté trente jours dans le péritoine d'un lapin (n° 316). 
On y observe des formes déja acido-résistantes et des formes non encore 
douées d’acido-résistance. Quelques-uns des bacilles faiblement acido-résis- 
tants présentent aux extrémités ou le long de leur axe des granulations 
colorées en bleu. Coloration Ziehl-Neelsen. 


Fic. 9. — Méme culture que la précédente. La préparation a été trailée par 
le Gram au violet de gentiane, puis colorée par la fuchsine phéniquée diluée. 


Les bacilles apparaissent Gram-négatifs, tandis que leurs granulations ont 
une teinte violette. 


Fie. 10. — La méme culture restée quarante-trois jours 4 l’étuve a 37°. 
Tous les bacilles tuberculeux apparaissent acido-résistants et forment des 
buissons touffus et caractéristiques. Coloration par le Ziehl-Neelsen. 


Fie. 141. — Culture non apparente ou éphémére sur Petroff, vingt-sept 
jours aprés lensemencement de lymphe riche de protogénes tuberculeux, 
extraite de la loge externe d’un double sac resté quarante-cing jours dans le 
péritoine d’un lapin (n° 314 dis). Tous les bacilles sont acido-résistants. 


Quelques-uns d’entre eux présentent des granulations, généralement polaires. 
Coloration Zieh\-Neelsen. 


Fic. 12. — Culture non apparente ou éphémére sur pomme de terre glycé- 
ringe, quinze jours aprés l’ensemencement avec de la lymphe riche de proto- 
génes tuberculeux, extraite dela loge externe d'un double sac resté soixante- 
quatorze jours dans le péritoine d’un lapin (n° 347). On y voit un grand amas 
d’éléments coccoides, parmi lesquels quelques bacilles; toutes ces formes 
ne sont pas acido-résistantes. Coloration ayec la fuchsine phéniquée diluée. 


Prancae III. 


(Micro photographies.) 


Fic. 1. — Sérosité de la loge externe d'un double sac de collodion, resté 
quarante-cing jours dans le péritoine d'un lapin (n° 344 bis). Formes élémen- 
taires et primordiales dérivées de lultravirus (protogénes tuberculeux). 
Sédiment de sérosité coloré avec la fuchsine phéniquée diluée. 


Fic. 2. — Sédiment centrifugé de la méme sérosilé que dans la figure pré- 
cédente, coloré par la fuchsine phéniquée diluée. On y observe des formes 
nettement bacillaires, non acido-résistantes. 
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Fic. 3. — Sédiment centrifugé de la loge externe d'un double sac resté 
trente-cing jours dans le péritoine d’un lapin (n° 362). Nombre de protogénes 
tuberculeux, isolés ou disposés en chainettes, d’aspect coccoide ou cocco- 
bacillaire. 


Fie. 4. — Sédiment centrifugé de la loge externe d'un double sac resté 
quarante jours dans le péritoine d'un lapin (n° 354). Coloration par la fuchsine 
phéniquée diluée. On y observe des protogénes tuberculeux de forme’ net- 
tement bacillaire. 


Fie. 5. — Sédiment centrifugé de la loge externe d’un double sac resté 
soixante-quatorze jours dans le péritoine d’un lapin (ne 317). Coloration par 
la fuchsine phéniquée diluée. Groupements de petits amas de granulations, 
représentant les protogénes tuberculeux. 


Fig. 6. — Autre microphotographie de la préparation précédente. Les gra- 
nulations et les formes coccobacillaires caractéristiques y sont en grand 
nombre et largement distribuées. 


Poancnue [YV. 


(Microphotographies.) 


Fie. 7.. — Bacilles acido-résistants d'une culture non apparente ou éphé- 
mere, qui sétait développée au bout de vingt-sept jours sur Petroff ense- 
mencé avec de la sérosité extraite de la loge externe dun double sac resté 
quarante-cing jours dans le péritoine d’un lapin (n° 314bis). Coloration Ziehl- 
Neelsen. 


Fic. 8. — Bacilles tuberculeux dérivés de Vullravirus. Culture de trente-six 
jours, sur Petroff, de la sérosité extraite de la loge externe d'un double sac 
resté trente jours dans le péritoine d’un lapin (n° 316). Les bacilles acido- 
résistants montrent a lintérieur quelques granulations forlement colorées 
en bleu. 


Fic. 9. — Autre préparation de la méme culture. ‘Les granulations y sont 
plus nettes et plus nombreuses. 


Fie. 10. — Autre préparation de la méme culture. 


Fic. 4{. — Autre préparation de la méme culture. On y observe netlement 
‘quelques granulations le long del’axe des bacilles acido-résistants. 


Fic. 12. — Bacilles tuberculeux acido-résistants d’une culture non appa- 
rente ou éphémére qui s’était développée au bout de vingt-sept jours sur 
Petroff ensemencé de sérosité extraite de la loge externe d'un sac resté 
quarante-cing jours dans le péritoine dun lapin (n° 314 bis). Bacilles ‘avec 
granulations et granulations libres. 


NOUVELLES RECHERCHES EXPERIMENTALES 
SUR LA SYPHILIS 


CYCLE EVOLUTIF DU VIRUS SYPHILITIQUE. NEUROSYPHILIS.- 
VIRULENCE DU 7AEPONEMA PALLIDUM 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN, M"* R. SCHOEN et J. G. MEZGER. 


Nous désirons exposer dans le présent Mémoire l’ensemble 
des recherches sur la syphilis expérimentale réalisées dans 
notre Laboratoire pendant les années 1931-1932. Ces recherches 
concernent les problémes suivants : 

1° Cycle évolutif du virus syphilitique ; 

2° Etude expérimentale de la neurosyphilis. 

A ces problémes, s'ajoute la question posée récemment par 
Pierre Lépine au sujet de la non-virulence du Treponema pal- 
lidum (1). 

Nos investigations ont fait l'objet de plusieurs Notes présen- 
tées & la Socrété de Biologie; nous en résumons lessentiel, en 
les complétant par des données inédites. 


CHAPITRE PREMIER 


Cycle évolutif du virus syphilitique. Le stade infravisible. 


Dans un mémoire intitulé : « Le virus syphilitique comporte- 
t-il un cycle évolutif dont le Treponema pallidum n'est qu'une 
des phases connues? », publié en 1928 dans ces Annales (2), 
lun de nous, en collaboration avec R. Schaen et Y. Sanchis- 
Bayarri, a relaté des données expérimentales et microscopiques 
venant & l’appui de Vhypothése du cycle évolutif du virus 


(1) P. Laermer. La Presse Médicale, n° 66, 1931, p. 1233. Revue médicale, 48, 1931, 
p. 721. 

(2) Levaorri, Schorn et Sincnis-Bayarrt. Ces Annales, 42, 1928, p. 475; Bull. 
de l’ Acad. de Médecine, 98, 1927, p. 149. 
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syphilitique. Cette hypothése avait été émise auparavant par 
Schaudinn, peu aprés la découverte du Treponema pallidum. 
D’aprés le savant allemand, le cycle évolutif complexe du virus 
syphilitique comporterait des formes granulaires capables 
d’assurer la conservation du germe dans les tissus pendant les 
périodes latentes de la maladie. Ultérieurement, elle fut for- 
mulée & nouveau par Truffi (1), et surtout par Krceystalowicz 
et Siedlecki (2), Me Donagh (3), Meirowsky (4), lesquels ont 
décrit des phases évolutives diverses, sans qu'il y ait concor- 
dance entre les données relatées. 

Ce qui est certain, c'est que des formations granulaires 
et une disposition en boucles ont été décelées sur les frottis 
et les coupes (imprégnation argentique) de lésions syphili- 
tiques (syphilis acquise ou hérédilaire), par Balfour (5), Leva- 
diti et ses collaborateurs (6), Hoffmann (7), Mc Donagh (8), 
Roukavischnikoff (9), Noguchi (10), Warthin et Olsen (41), 
Salreby et Greenbaum (42), Levaditi et Yamanouchi (13), Jac- 
quet et Sézary (14). D’ailleurs, l’existence de granulations a la 
limite de la visibilité, & cdté des parasites nettement spiralés, 
nest pas l'apanage du Treponema pallidum. De nombreux 
spirilles et spirochétes se transforment en granules & un 
moment donné de leur évolution (2 vitro comme zn vivo), tels 
ceux appartenant aux genres Cristispira, Borrelia, Leptospira 
de la famille des Spirochétacées {Cf. Norman Ingraham] (15). 

S’agit-il de produits de dégénérescence, destinés a disparaitre, 
ou, au contraire, de formes évolutives, capables d’engendrer a 
nouveau des spirochetes, et d’assurer ainsi la conservation du 


(1) Trurrt. Pathologica, n° 110, 1913, p. 316. 
(2) KreystaLowicz et Siepteckt. Bull. de l’ Acad. des Sc. de Cracovie, n° 9, 1905, 
ie Wale 
(3) Mc Donaan. Brit. Journ. of Dermat., 24, 1912, p. 381. 
(4) Metrowsky. Miinch. med. Woch., 4, 1914, p. 592. 
5) Batrour. Brit. med. Journ., 4, 1914, p. 752. 
6) Levapit1, Scnoen et Sancuis-Bayarri. Loc. czé. 
(7) Horrmann. Dermatol. Woch., 89, 1929, p. 2044. 
(8) Mc Donacu. Proceed. of Roy. Soc. Med., 6, 19:2, p. 85. 
(9) Rouxaviscuntkorr. Zentr. (. Bakter., 145, 1930, p. 66. 
10) Nooucar. Journ. of exper. Med., 15, 1912, p. 90. 
1) Warrnin et Oxsen. Am. J. of Syphiis, 15,1931, p. 145. 
2) Savresy et Greenpaum. Journ. am. med. Assoc., 96, 1931, p. 98. 
aa Levaniti et Yamanoucui. C. R. Soc. de Biol., 64, 1908, p. 50 et 343. 
) Jacquet et Sizary. Bull. Soc. méd. Hép. de Paris, 24, 1907, p. 1907. 
5) Incranam. Amer. Journ. of Syphilis, 16, 1932, p. 4115. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. L, n° 2, 1933. AS 
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virus dans l’organisme? Les opinions sont partagées & ce sujet. 
Rappelons celle d'un protistologiste éminent, Prowazek (1), 
se rapportant & « certaines formes de repos ou de dépression » 
du Tr. pallidum. En examinant des frottis de chanere prove- 
nant de singes syphilisés, l’autear observe non seulement l'état 
végétatif du tréponéme, représenté par des parasites spiralés 
lypiques, mais aussi des stades de repos, caraclérisés par 
des spirochétes enroulés sur eux-mémes. Prowazek considérait 
cet aspect du microbe comme une phase particuli@re du cycle 
évolutif du virus, et appelait les formes en question « formes 
de dépression ». ll les rapprochait de celles que RK. Herting avail 
décrites chez certains protozoaires. Ajoutons qu antérieurement 
(1904), Levaditi (2), étudiant l’évolution du Sp. gallinarum 
dans l’ceuf incubé de poule, avait décrit des formes parasitaires. 
analogues. 

Nous verrons, par la suite, |’interprétation qu’il convient 
d’accorder & ce phénoméne de Ja transformation du Treponema 
pallidum en boucles et en granulations ultramicroscopiques. 


Nos recherches, relatées en 1927-1928, peuvent se résumer 
ainsi : 
On sait que les ganglions lymphatiques périphériques 
(inguinaux ou poplités) des lapins porteurs de syphilomes 
scrotaux a virus Truffi, Nichols ou Kuznitzky, tout en étant 
virulents, ne renferment pas, en général, des tréponémes déce- 
lables & Vultramicroscope, ou sur coupes imprégnées & l’ar- 
gent. C’est ce qui résulte des observations de Trufli (3), Uhlen- 
huth et Mulzer, Tomasczewsky, Brown et Pearce (4). Méme 
chez l'homme, la présence de spirochétes dans les glandes 
lymphatiques de l’aine est loin d’étre constante [Salreby et 
Greenbaum (5), Warthin et Olsen (6)}. Or, aprés avoir confirmé 
) Prowazek. Arbeiten wus der kaiserl. Gesundheitsamte, 26, 1907, p. 29. 
) Levavirt. Ces Annales, 48, 1904, p. 429. 
) Trurri. Patologica, 5, 1913, p. 326. 
) Brown et Pearce. Amer. Journ. of Syphilis, 5, 1921, p. 1; Journ. of exp. 
Med., 35,1922, p. 39; Cf. également Brown. Proc. N.Y. path. Soc., 20, 1920, p. 99. 
(5) Satrezy et Greensaum. Journ. Am. med. Assoc., 96, 1931, p. 98. 


_ (6) Warratn et Otsen. Amer, Journ. of Syphilis, 15, 1931, p. 145; Cf. également 
Sézary. La Presse Médicale, n° 68, 1932, p. 1182. 
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ce fait, par des méthodes histologiques ayant permis & Levaditi 
ei Manouélian (1) de déceler le tréponéme dans les ganglions 
sous-maxillaires du chimpanzé et des simiens inférieurs, 
Levaditi et ses collaborateurs ont greffé & des lapins, par voie 
sous-scrotale, des fragments de ganglions périphériques prove- 
nant d’autres lapins syphilitiques. Les greffons ont été exa- 
minés histologiquement [méthode de Strempel et Armuzzi (2)| 
pendant la période d'incubation et au moment de I’apparition 
du syphilome scrotal. Voici les constatations recueillies : 

le Malgré la virulence des ganglions lymphatiques provenant 
de lapins syphilisés (tréponémose floride ou « inapparente »), le 
Treponema pallidum ne peut étre décelé dans ces ganglions 
que lout a fait exceptionnellement. Si certains observateurs, 
tels Zurhelle (3), Hoffmann et Armuzzi (4), ont découvert 
quelques rares spirochétes sur coupes ou & lultramicroscope, 
cest quil s’agissait li de constatations exceptionnelles, ne 
modifiant en rien les conclusions de Truffi, de Brown et Pearce 
et de Levaditi, Scheen et Sanchis-Bayarri; 

2° a) Phase préspirochétienne. — Au cours de celte pre- 
miére phase, pouvant durer de trente & quarante jours, et 
malgré un examen attentif des coupes, il est impossible de con- 
stater dans Je greffon des spirochetes typiques, ni méme des 
vestiges pouvant étre rapprochés de la forme tréponémique 
du virus syphiltique; 

b) Phase tréponémigue. —L’inoculation sous-scrotale de gan- 
glions lymphatiques virulents, mais apparemment dépourvus 
de tréponémes, provoque l|’éclosion de nodules extrémement 
riches en parasites spiralés, ou en voie d’involution. Dés que 
ces parasites font leur apparition, le lissu, jusqu’alors lym- 
phoide, revét, pour ainsi dire, brusquement, l’apparence d’un 
syphilome typique, constitué par des fibroblastes, des mono- 
cytes (cellules plasmatiques) et des cellules géantes. En outre, 
examen des formes non spirochétiennes constatées pendant 
lévolution de la lésion scrotale autorise 4 les considérer 
comme étant des phases successives d'un processus involutif, 


(1) Levapitr et Manovéxian. C. R. Soc. de Biologie, 60, 1906, p. 304. 
(2) Srremeey et ARMUzzI. Derm tol. Zeitschr., 46, 1925, p. 267. 

(3) Zornetce. Cité d’aprés Hoffmann. 

(4) Horemann et Anmuzz1. Dewl. med. Woch., n° 2, 1927, p. 51. 
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aboutissant au stade ultime, granulaire, voire méme ultra- 
microscopique, du virus syphilitique. 

Devant de tels faits, deux hypotheses peuvent étre formu- 
lées. Il est possible que les ganglions poplilés des lapins syphi- 
liliques ne soient dépourvus de tréponémes qu’en apparence, 
le nombre des parasiles étant si restreint, quils échappent 
aux plus fidéles moyens d’investigation. A cela, Levaditi et ses 
collaborateurs objectent qu’étant donné le nombre des prépa- 
rations examinées, lage variable (entre vingt-huit et cent 
vingt-quatre jours) de l’infection tréponémique du lapin, et 
les conditions 6éminemment favorables ot les observations ont 
été effectuées, il serait surprenant que l’on ne put découvrir 
quelques rares spirochétes dans les ganglions greffés. Par 
ailleurs, au lieu de constater une pullulation progressive du 
Treponema pallidum entre le moment de la greffe et celui de 
’éclosion des lésions syphilomateuses {comme il advient quand 
on inocule des fragments de cornée atteinte de kératite syphi- 
litique {Levaditi et Yamanouchi (1)|, ou de syphilomes spiro- 
chétiens [Strempel et Armuzzi (2), nous-mémes (voy. page 
262)], on assiste & une multiplication, pour ainsi dire explo- 
sive, des tréponémes. La loi du « tout ou rien » trouve ici 
son application, en sorte que, seule la seconde hypcthése, celle 
d'un cycle évolutif du virus syphilitique, apparait en conformité 
avec les données expérimentales et microscopiques résumées 
ci-dessus. 

Daprés celte seconde hypothése, le tréponéme n'est qu’une 
des phases du cycle évolutif du virus spécifique. Ce cycle 
comporte d’autres formes invisibles, ou difficiles 4 définir par 
nos moyens actuels, celles précisément que semble revétir le 
germe dans les ganglions lymphatiques des lapins atteints de 
tréponémose apparente ou occulle (Levaditi, Scheen et Sanchis- 
Bayarri, Joc. cet.). Certains des corpuscules granulaires ou en 
boucles serrées, décrits par Levaditi et ses prédécesseurs, 
représentent la phase pré-spirochétienne du virus, véritables 
« formes de résistance »; elles « sont capables d’assurer la 
conservation du germe pendant les périodes latentes de la 


(1) Levapirr et Yamaxoucut. Ces Annales, 22, 1908, p. 763. 
(2) Srrempec et Anmuzzi. Dermatol. Zeitschr., 46, 1926, p. 267. 
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maladie, et constituent des réserves de virus, en dépit de cer- 
tains traitements spécifiques (d’ot les récidives) ». 

Il était intéressant de préciser si ces formes invisibles, ou 
difficilement suisissables, sont capables de traverser les filtres 
en porcelaine. Les expériences réalisées par Levaditi, Schoen 
et Sanchis-Bayarri (filtration de suc de chancre de lapin), 
celles de Bessemans et de Geest (1), les tout premiers essais 
de Klingmii!ler et Baermann (2) et de Metchnikoff et Roux (3), 
enfin, nos conslatations inédiles, montrent qu'il n’en est pas 
ainsi. Malgré l’unique résultat positif relaté par Kolle et 
Albrecht (4), il y a lieu de conclure actuellement que, malgré 
son infravisibilité, le virus syphilitique, considéré a sa phase 
non spirochétienne, nest pas aisément filtrable. Ceci n’a rien 
de surprenant. Les résultats sont identiques lorsqu’on essaie 
de filtrer, dans les mémes conditions, le virus récurrentiel 
présent dans le névraxe des rats et des souris devenus réfrac- 
taires, 4 la suite de la spirochétose provoquée par le Spzrocheta 
duttoni, souche Brazzaville [Levaditi et Anderson (5)]. {nfra- 
visibilité et filtrabilité ne vont pas toujours de pair, la filtra- 
tion étant en fonction du milieu, de l’attachement du germe 
ultramicroscopique aux particules de matiéres organiques, de 
la charge électrique des éléments en jeu, du pH, ete. 

Quoi qu’il en soit, d'autres faits semblent plaider en faveur 
de Vhypothése d’un cycle évolutif de virus syphilitique compor- 
tant une phase infravisible, ou difficilement décelable au 
microscope. Ainsi Nichols et Hough (6) ont réussi & conférer 
au lapin une kératite spécifique, accompagnée de séro-réaction 
positive, en inoculant des fragments de systeme nerveux 
humain (paralysie générale) dépourvus de tréponemes. De 
leur coté, Artz et Kerl ont constaté que du suc de Iésions 
syphilitiques érosives, apparemment exemptes de spirochetes, 
inoculé & des animaux réceptifs, ont engendré des accidents 
orchiliques contenant des parasites spiralés. Enfin, d’aprés 
Bessrmans et de Geest. C. R. Soc. de Biologie, 100, 1929, p. 193. 


K 
Kurnemiitter et Bazrmann. Deut. med. Woch., n° 21, 1904, p. 766. 


(4) 
(2) 
(3) Mercunixorr et Roux. Ces Annales, 18, 1904, p. 638. 
(4) Kotre et Avsrecnt, d’aprées Jahnel et ses collab. Loc. cit. 

(5) Levapitr et Anperson. C. R. Acad. des Sc., 186, 1928, p. 653; C. R. Soc. de 
Biol., 400, 1929, p. 1121. Levapit1, ANpERSoN, SeLBrme et Scuomn. C. R. Acad. de 
Méd., 192, 1929, p. 708. 


(6) Nicnots et Houcu. Journ. Amer. Med. Assoc., 61, 1913, p. 120. 
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Roukavischnikoff (Zoc. czt.), le virus syphilitique parait cireuler 
dans le sang des sujets non traités, pendant la période latente 
de l’infeclion, sous une forme également infravisible. 

Certes, l'hypothése en question est battue en breche par 
quelques expérimentateurs, et uon des moins qualifiés. Les 
objections formulées sont aussi variées qu'ingénieuses. Nous 
nous réservons d’en parler a la fin de ce Chapitre. Pour l’ins- 
tant, nous désirons résumer nos nouvelles investigations qui, 
toutes, sans exception, confirment la conception soutenue 
dés 1927 par Levaditi, Scheen et V. Sanchis-Bayarri. 


1° ETAT DU VIRUS SYPHILITIQUE 
DANS LES GANGLIONS LYMPHATIQUES PERIPHERIQUES 
DES LAPINS SYPHILISES. 


Complétant nos constatations antérieures, nous avons 
soumis & un examen microscopique minutieux les ganglions 
poplités et inguinaux de 11 lapins syphilitiques (chancres 
actuels, ou tréponémose inapparente). Chez certains de ces 
animaux, nous avons excisé les glandes lymphatiques 4 deux 
reprises différentes, lage de la maladie ayant varié de dix a 
cent six jours. Afin de serrer le probléme d’aussi prés que pos- 
sible, nous avons changé de technique, en ce sens, qu’au lieu 
d’utiliser le procédé de Strempel et Armuzzi (1) [coupes en 
congélation], comme nous l’avions fait auparavant, nous nous 
sommes servi d'un mode dimprégnation argentique plus 
fidéle : celui imaginé par Dieterlé (2). ll s’agit d'une méthode 
applicable sur coupes & la paraffine, nous ayant fourni des 
résultats infiniment plus précis et plus constants, témoin nos 
constatations concernant les ganglions périphériques des souris 
syphilisées (Cf., p. 229). Voici, résumées dans le Tableau I de 
la page suivante, les données enregistrées. 

ll ressort de ces constatations que, conformément a nos 
observations précédentes, les ganglions lymphatiques périphé- 
riques des lapins syphilisés, bien qwils contiennent du virus 
parfaitement pathogene, sont pratiquement dépourvus de trépo- 
nemes, et cela, quel que soit l’age de l’infection (de dix & cent 


(1) Srrempec et Armuzzt. Dermatol. Zeitschr., 46, 1926, p. 267. 
(2) DiererLé. Arch. of Neurol. and Psychiatr., n° 18, 1927, p. 73. 
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Tascrau I. 
a A SS TE 2ST EAR SEE I 
cere = SYPUWILIS NOMBRE DE COUPES 5 
NUMERO DU LAPIN aeaat As pecere el ed RESULTATS 
#19RG rs we 40 jours. 4 Négatif. 
a ey tant pee : | 10 jours. 4 Négatif. 
RODE ee ae ee 40 jours. 4 Négatif. 
1OeR 60 jours. 6 Négatif. 
SS FOO aa 87 jours. 6 Négatif. 
13k ; 60 jours. © 20) / seul tréponéme. 
SAT gee ie a's 78 jours. 10 Négatif. 
F ( 60 jours. 8 Négatif. 
4A... ee. ) 87 jours. 8 Négatif. 
2 ( 60 jours. 6 Négatif. 
305 P ay 82 jours. 8 Négatif. 
558P | 60 jours. 10 Négatif. 
TAS Roe eee oe 106 jours. 4 Négatif. 
1g eRe oe Rs hein 106 jours. 4 Négatif. 
OOPS POee oats 406 jours. 4 Négatif. 


six jours). Une seule fois, sur 20 préparations provenant d’un 
animal infecté depuis soixante jours, nous avons décelé wn seul 
‘spirochéle (Cf. fig. 1). Or, si l’on avait greffé de tels ganglions 
aparasilés sous le scrotum d’autres lapins neufs, on aurait 
déterminé, tot ou tard, l’éclosion de syphilomes. Force nous est 
de conclure que /e virus contenu dans le tissu lymphatique de 
lapin revét des formes inaccessibles a nos moyens de contréle, 
quoique parfaitement capables de se transformer en éléments 
spiralés, des [instant que les tissus de l'animal-hite se prétent 


a une telle transformation. 


2° SyPHILIS EXPHRIMENTALE MICROBIOLOGIQUEMENT APPARENTE 
DE LA SOURIS [LYMPHITE TREPONEMIQUE| (1). 


Kolle et Schlossberger (2) ont montré que inoculation sous- 
cutanée du virus syphilitique de passage (souches Truffi ou 
Nichols), pratiquée chez la souris ou le rat, est suivie d’une 
généralisation de !’infection, ainsi qu’en témoigne la virulence 
-de certains organes (ganglions lymphatiques, rate, cerveau) 
pour le lapin. En effet, Vinoculation de ces organes, par voie 
-sous-scrotale, provoque l’apparition d’un syphilome typique 


(1) Levaprtr, Mezcer et Scuonn. C. R. Soc. de Biologie, 110, 1932, p. 373. 
(2) Kotte et Scutosspercer. Deut. med. Woch., n° 30, 1926, p. 1245; Zoi. f. 
Bakt., 104, 1927, p. 237; Deut. med. Woch., n° 4, 1928, p. 129. 
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chez cette espéce animale. Méme résultat si l’on se sert du 
virus du pian. Toutefois, et c'est 1a un fait capital, jamais la 
ereffe sous-cutanée ne détermine, chez les muridés, |’éclosion 
d’un chancre contenant des tréponémes, A premiére vue, tout 
se passe comme si le virus syphilitique quittait le point d’ino- 
culation pour envahir les organes hématopoiétiques et le 
névraxe, sans se fixer sur place, ni déclencher, de la part de 
l’organisme-hdte, une réaction locale quelconque. Seuls, Besse- 
mans et de Potter (1) ont réussi & provoquer un nodule syphi- 
lomateux dans la région ano-scrotale, chez une souris infectée 


me 


$e 


Fig. 1. — Ganglion poplité du lapin 13 R. 
Tréponeme entre les cellules lymphatiques. Dieterlé. Gross. 1000/4. 


par voie intraveineuse, mais l’expérience des auteurs belges n’a 
pu étre reproduite jusqu’a présent. D’ailleurs, les résultats 
sont identiques, si, au lieu de pratiquer l’inoculation par voie 
sous-cutanée, on s’adresse a la voie intra-tesliculaire [Li Yuan 
Po (2)]. Le virus peut étre retrouvé dans le testicule dés la 
cinquiéme minute, dans les ganglions lymphatiques périphé- 
riques dés la douziéme heure, dans la rate dés la trente-sixiéme 


heure et, enfin, dans le cerveau, & partir du soixante et onziame 
jour. 


(1) BEsspMANS et pg Potrsn. C. R. Soc. de Biologie, 104, 1930, p. 818. 
2) Li Yuan Po. C. R. Soc. de Biologie, 105, 1930, p. 541. 
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Quelle forme le germe revét-il dans le tissu lymphatique 
des muridés alteints de tréponémose inapparente? Jahnel et 
Prigge (1) ont montré, les premiers, que ce tissu renferme des 
tréponémes typiques, pouvant étre mis en évidence sur coupes 
imprégnées a l’argent (méthode de Jahnel). Levadili et Schaen (2) 
ont confirmé récemment ces données (3). Nous avons complété 
ces recherches en examinant, d’une part, Ja fréquence et la 
topographie des spirochétes dans les glandes lymphatiques, et, 
d’autre part, le sort du greffon de chancre syphilitique (virus 
Truffi) ayant servi a la contamination des souris par voie sous- 
cutanée (Voy. p. 234). 

Nos recherches ont porté sur 35 souris examinées du premier 
au quatre-vingt-quinziéme jour. Nous relaterons l'ensemble 
de nos résultats concernant les ganglions, nous réservant de 
revenir ultérieurement sur les rapports entre la virulence et la 
teneur en Treponema pallidum des autres organes [cerveau, 
rate, foie, rein (4)| (Cf. Tableau I], page 235). 

Sur les 35 souris examinées, 20 ont présenté des spirochéles 
dans leurs ganglions lymphatiques inguinaux et axillaires, ce 
qui fournit un pourcentage de 50,7 p. 100 résultats positifs. Le 
nombre des parasites varie d’un animal a l’autre, sans que |’on 
puisse établir le moindre rapport entre ce nombre et lage de 
infection. Par ailleurs, chez une méme souris, les ganglions 
axillaires peuvent contenir des spirochétes, alors que les 
glandes lymphatiques inguinales en sont apparemment 
exemptes, et inversement. Les microorganismes olffrent la dis- 
position périvasculaire et cette accumulation dans la zone 
sous-capsulaire, décrites par Jahnel et Prigge et par Levaditi 
et Scheen (fig. 2). De temps a autre, on décéle de gros éléments 
monocytaires renfermant des formes spirochétiennes involu- 
tives : corps granulaires, ou minuscules pelotes imprégnables 
par l’argent. Enfin, les tréponemes ont été révélés chez nos 
animaux au plus tot le treizieme jour; ils ont élé observés 


(1) JAunet et Parcce. Deut. med. Woch., 55, 1929, p. 694. 

(2) Levapitr et Scuoen. C. R. Soc. de Biologie, 109, 1932, p. 811. 

(3) Kato (Lues, 6, 1931, p. 21) a montré, de son cété, que chez 22 sur 
37 souris syphilisées V’examen ultramicroscopique a mis en évidence des 
tréponémes typiques dans les ganglions lymphatiques périphériques. 

(4) Il ne nous a pas été possible, jusqu’a présent, de déceler des tréponémes 
dans ces organes. 
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constamment a partir du trente-cinquiéme jour jusqu’au quatre- 
vingt-quinziéme jour, date ultime de nos observations actuelles. 
Or, il est intéressant de constater l’absence de formes trépone- 
miques dans les ganglions de nos souris, entre le septiéme 
et le treiziéme jour, alors que les mémes ganglions se sont 
montrés virulents par inoculation sous le scrotum du lapin. 
On sait, en effet, que les glandes lymphatiques peuvent con- 
férer le syphilome dés la douziéme heure {Li Yuan Po (1)!. ou 


Cy 
4 
"oe | 


LS LCON STAN TIM: 


Fic. 2. — Ganglion inguinal de la souris 1. a, Tréponémes autour d'un eapil- 
laire; 6 et c, formes involutives de tréponémes dans une cellule endothé- 
liale; d, Spirocheta morsus muris. Dieterlé. ‘Gross. 1000/1. 


dés la vingt-quatri¢me heure (nos propres expériences). Il en 
résulte que des ganglions lymphatiques dépourvus de tréponémes 
décelables sur coupe (2), peuvent contenir du virus Eminemment 
pathogene pour le lapin. Ceci confirme les observations anté- 
rieures de Levadili, Sanchis-Bayarri et Schaen (/oc. cit. ; greffes 


(1) Lr Yuaw Po, C. R. Soc. de Biologie, 405, 1930, p. 544. 
(2) Le nombre de préparations examinées pour chaque cas a parfois 
dépassé 20. 
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de ganglions de lapin), de méme que les données récentes de 
Levaditi, Schoen et Vaismam [greffe de ganglions de souris 
(voy. p. 234)|, et vient & lappui de l’hypothése d’un cycle 
évolutif du Treponema pallidum, comportant des phases infra- 
visibles. Ajoutons que, dans la plupart des cas, il nous a 6té 
impossible de déceler des altérations syphilomateuses des gan- 
glions, malgré la présence d’un assez grand nombre de spiro- 
chétes. 

L’ensemble de ces constatations prouve que si l'infection 
syphilitique de la souris est, cliniquement, une maladie inappa- 
rente, elle ne Pest pas microbiologiquement parlant. La présence 
de tréponémes dans les ganglions lymphatiques périphériques 
chez 50 p. 100 des animaux en fait un processus morbide 
nettement microbien. Tout se passe comme si le virus, inca- 
pable d’engendrer chez la souris un syphilome spirochétien, 
abandonne rapidement le point d’inoculation pour se loger 
dans le systeme lymphatique, ot il végéte d’abord sous une 
forme infravisible, pour revétir ensuite aspect tréponémique. 
Peut-étre nous faudra-t-il admettre l’existence d’un cycle alter- 
nant, comme cela semble se produire dans lVencéphale des 
muridés contamimés par le Spirocheta duttoni |Levaditi, 
Anderson, Selbie et Sclien (41)| et, ainsi que nous verrons plus 
loin, dans le cerveau des paralytiques généraux. Quoi qu'il en 
soit, la dénomination de /ymphite tréponémique (2) nous parait 
tout indiquée pour désigner l’infection spécilique clmiquement 
oceculte de la souris. 


Conctusions. — Les ganglions lymphatiques périphériques 
(inguinaux ou axtllaires) des souris syphilisées expérimentale- 
ment renferment le Treponema PALLIDUM dans une proportion de 
50 p. 100 des cas examinés. Il n'y a pas de parallélisme entre la 
virulence de ces ganglions et leur teneur en spirochétes, en ce 
sens que des glandes lymphatiques aspirochétiennes peuvent 
contenir du virus syphilitique Eminemment pathogene. Cest la 
un argument de plus en faveur du cycle évoluttf du virus syphi- 


(t) Levaprer, ANpERSoN, Serere et Scnoen. C. R. Acad. de Médecine, 102, 1929, 
p. 705. 

(2) Nous préférons cette dénomination a celle que nous avons proposée 
d’abord : lymphadénie tréponémique. 
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litique, lequel parait infravisible, avant d’atteindre le stade 
visible, représenté par le Treeonema paLLipum. En outre, Uespece 
animale influe sur certains des caractéres de ce cycle. Chez le 
lapin, les ganglions sont, en effet, virulents en absence de 
formes spirochétiennes, alors que chez la souris la phase tréponé- 
mique est infiniment plus fréquente. 


3° EVOLUTION DES GANGLIONS DE SOURIS, GREFFES A DES LAPINS 


PAR VOIE SOUS-SCROTALE (1). 


Il nous a semblé utile de répéter nos expériences de 1927, 
en nous adressant, celte fois, 8 des ganglions lymphatiques de 
souris syphilisées. Des fragments de ces ganglions ont élé 
ereffés, par voie sous-scrotale, 4 des lapins, et les greffons exa- 
minés microscopiquement (méthode de Dieterlé) du sixiéme au 
cinquante-sixiéme jour. Nous avons vu précédemment que 
Vappareil lymphoide périphérique des muridés atteints de tré- 
ponémose inapparente contient des spirochétes dans environ 
50 p. 100 des cas. Dans les expériences dont on lira les proto- 
coles ci-dessous, les ganglions utilisés provenaient de 4 souris 
infectées le 18 décembre 1931, et sacrifiées le trente-cinquiéme 
jour. Or, examinés aprés imprégnation argentique, ils se sont 
montrés exempts de parasites spiralés; ils étaient cependant 
virulents, puisque, d’une part, ils ont engendré des syphilomes 
typiques chez le lapin, et que, d’autre part, chez plusieurs 
souris appartenant au méme lot, mais sacrifiées le soixante- 
deuxiéme jour, nous avons constaté des tréponémes dans les 
ganglions inguinaux et axillaires. Nous nous sommes donc, 
trés heureusement, placés exactement dans les mémes condi- 
tions ot nous avions opéré lors de nos essais de 1927, lorsque 
des ganglions de lapin, apparemment dépourvus de Treponema 
pallidum, ont été greffés & des animaux de la méme espace 
par vole sous-scrotale. 

Les résultats des inoculations sont consignés dans le 
tableau III (page 236) et font Vobjet des protocoles résumés 
ci-dessous. Ce tableau comprend le moment ow l’examen a été 
pratiqué, la date de l’apparition des lésions chancreuses micros- 


(1) Levapit1, Scuorn et Vaisman. C. R. Soc. de Biologie, 440, 1932, p. 370. 
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copiques, de méme que la présence de tréponémes dans le greffon 
et dans les tissus qui l’hébergent. 


Tasieau II. 


w 3S a n GANGLIONS INGUINAUX ; 

o8 ee| 25 &% | ev axILLarres (TOTAL) as 

Be eee | os 2) as 

= = = 
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3 © hip S Spirochétes des Spirochétes Lésions 
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4 4 = = == = qeseee ar 
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T3 33 = << 0 24 ee = 
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C 54 ++ _— ++ 10 — — 
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21 63 0 44 ++ 40 0 + 
14 65 — _ SRaPar 0 Résorbé. 
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10 77 + — - 0 +— 
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Protocotes : a) Lapin 361 R. Sixiéme jour. Hématéine-éosine (H. E.): Greffon 
visible. Les cellules ganglionnaires sont dégénérées, nécrobiosées, surtout 
au centre. Les noyaux sont vésiculeux, pales, parfois en état de cariolyse 
et de picnose. A la périphérie du greffon, tendance & lenkystement : fibro- 
blastes, histiocytes et rares polynucléaires. 


eee 


ANNALES DE LUNSTITUT PASTEDR 


Tasieay Il. 


NUMERO LESIONS SPECIFIQUES TREPONEMES Se 
JOUKS mes 
du Japin autour du greffon dans le greffon beter sora? 
>O4R 6 0 0 0 
350R 40 0 0 0 
352R A] 0 0 0 
353R 20 Légéres. 0 ae 
359R 24 0 0 0 
363K 26 Altération non typique. ) 0) 
365R Py Typiques légeéres. 0 + +4- 
358R 34 Assez intenses. Un seul. +++ 
360R 34 Assez intenses. 0 jt 
364R 40 Intenses. 0 444+ 
354R 50 Syphilome. ++ ert 
357R 52 Syphilome. Greffon résorbé | ++++ 
355R 53 Syphilome. Greffon résorbé.| +++4+ 
356 R 56 Syphilome. — {4 
Ye OS EEO SS a | en ee ee 2 a 


Dieterlé (6 préparations) : absence lotale de tréponémes (fig. 3). 

b) Lapin 350 R. Dixiéme jour. H. E. : a la périphérie du greffon, en grande 
partie nécrosé, on constate une zone réactionnelle constituée par des fibro- 
blastes, de rares vaisseaux néoformés et de nombreux polynucléaires 
pseudo-éosinophiles (rares éosinophiles). 

Dieterlé : absence totale de tréponémes (fig. 3). 

c) Lapin 352 R. Dix-sepliéme jour. H. E. : greffon yolumineux, partie cen- 
trale complétement nécrosée. A la périphérie, rares fibroblastes et envahis- 
sement par des polynucléaires. 

Dieterlé : absence totale de tréponémes. 

d) Lapin 353 R. Vingtiéme jour. H. E.: le greffon, complétement nécrobiosé, 
est infiltré, 4 la périphérie, par des polynucléaires bien conservés. Non loin 
du greffon, on observe des petits nodules microscopiques constitués, au 
centre, par des vaisseaux de nouvelle formation 4 endothéliums gonflés et, 
4 la périphérie, par des lymphocytes, des cellules plasmatiques et des élé- 
ments histiocytaires. CA et 1a, des polynucléaires pseudo-éosinophiles. Ces 
nodules ont aspect nettement syphilitique ; ils indiquent le début d’altérations. 
qui, plus tard, se transformeront en syphilomes. 

Dieterlé : aucune trace de tréponéme au niveau du greffon. Par contre, tout 
aulour des vaisseaux néoformés, de rares spirochétes parfaitement imprégné 
par argent (fig. 4). 

e) Lapin 359 R. Vingt-quatriéme jour. H. E. : 
du lapin 350 R. 

Dieterlé : absence tolale de tréponémes. 

f) Lapin 363 R. Vingt-siviéme jour. H. £.: greffon visible, mais totalement 
nécrosé. A la périphérie, rares vaisseaux néoformés entourés de lymphocytes. 
et de cellules plasmatiques. La lésion n’offre aucun caractére spécifique. 

Dieterlé : absence totale de tréponemes. 

§) Lapin 365 R. Vingt-septieme jour. H. E. : méme aspect du greffon. A la 
périphérie, raves vaisseaux néoformés entourés de lymphocytes et de cel- 
lules plasmatiques (aspect nettement spécifique). 


méme aspect que le greffon 
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Dieterlé : aucune trace de tréponéme dans le greffon. Par contre, spirochéles 
assez nombreux au niveau des foyers vasculo-monocytaires qui entourent le 
greffon (fig. 5). 

h) Lapin 358 R. Trente et unieme jour. H. E.: greffon volumineux, entiére- 


Fic. 3. — A gauche : Greffon du lapin 361 R, 6° jour. Les éléments cellulaires 
sont dégénérés, nécrobiosés, surtout au centre. Tendance a l’enkystement. 
HWémalun; gross. 40/1..A droite : Lapin 350 R, 10 jour. Zone réactionnelle a 
la périphérie du greffon. Fibroblastes, rares lymphocytes et polynucléaires. 
Absence de tréponémes. Hémalun. Gross. 600/1. 


Fic. 4. — Lapin 353 R, 20¢ jour. A giuche: Petit nodule a la périphérie du 
greffon. Vaisseau de nouvelle formation entouré de lymphocytes, de cellules 
piasmatiques et de fibroblastes. Hémalun ; gross. 100/41. A droite : Trépo- 
nemes autour d'un vaisseau. Dieterlé. Gross. 1000/1. 
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ment nécrosé et envahi, ala périphérie, par des polynucléaires. Tout autour, 
tissu réactionnel constitué par des fibroblastes. Ca et la, de petits nodules 
syphilitiques, formés par des vaisseaux A endothéliums hypertrophiés, 
qu’entourent des lymphocytes, des cellules plasmatiques et de rares cellules 
géantes et épithélioides. Ces nodules offrent l’'aspect nettement syphilitique. 

Dielerlé : trés nombreux spirochetes autour des vaisseaux, au centre des 
nodules spécifiques. Dans les éléments épithélioides, de nombreuses formes 
spirochétiennes involutives (granules et boucles serrées). Un seul ltrévonéme 
au centre du greffon nécrosé (fig. 6). 

i) Lapin 360 R. Trente-quatriéme jour. Méme aspect que le greffon précédent, 
sauf que, malgré la présence dun trés grand nombre de spirochétes au 


Fic. 5. — Lapin 365 R, 20° jour. Spirochétes au niveau 
du foyer vasculo-monocytaire entourant le greffon. Dieterlé. Gross. 700/1, 


niveau des syphilomes microscopiques incipients, on n’en constate pas dans 
le greffon. . 

j) Lapin 364 R. Quaranliéme jour. H. E. +: greffon trés visible, en grande 
partie nécrosé et envahi par des polynucléaires. A la périphérie, on décéle 
un processus de résorption des éléments ganglionnaires nécrobiosés, ot 
interviennent de grosses cellules polygonales, a noyaux vésiculeux lestuelles 
résorbent, par voie de phagocytose, les débris de chromatine nucléaire 
Plus loin, on voit de petits nodules syphilitiques qui envahissent le Pec 
sous-cutané de l’animal-hote, jusqu’au voisinage de l'épiderme. i 

Dieterlé: absence lotale de tréponémes dans le greffon. Nombreux spirochéles 
entre les cellules polygonales et au niveau des nodules syphilitiques (fig. 7) 

k) Lapin 354 R. Cinquanlieme jour. H. E.: le greffon est totalement onkyste ar 
des lamelles de tissu conjonctif et par des fibroblastes, le collagéne See 
la périphérie du greffon. Tout autour, des nodules syphilitiques typiques 

Dieterlé : pour la premiére fois, on décéle la présence d’assez eee ‘ 
némes dans le gre/fon, surtout au voisinage des lamelles conjonctives mane 
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traversent, Riche pullulation des spirochétes au niveau des nodules spécifiques 
(fig. 8 et 9). 

1) Lapin 357 R. Cinquante-deuxieme jour : syphilome nodulaire typique, trés 
riche en Treponema pallidum. 

m) Lapin 355 R. Cinquante-troisiéme jour: méme aspect que le lapin précédent. 


Wise 3 | 
Sei a 3 | 
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Fic. 6. — Lapin 358 R, 34° jour. En haut : Cellules géantes au milieu d’un 
foyer vasculo-monocytaire 4 la périphérie du greffon. Au centre, un vaisseau 
thrombosé par des polynucléaires. Hémalun; gross. 800/1. En bas et & 
droite : Nombreux tréponémes typiques dans la paroi dun _ vaisseau. 
Formes inyolutives dans un gros monocyte. En bas et @ gauche : un trépo- 
néme dans le greffon. Dieterlé. Gross. 800/41. 


n) Lapin 356 R. Cinquante-sixiéme jour : méme apparence. Rares spirochéles: 
dans le greffon. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. 1, n° 2, 1938, 16 
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L’examen du tableau III et les détails qui précédent mon- 
trent que les greffons de ganglions lymphatiques de souris 
syphilisées, insérés sous le scrotum du lapin, se nécrosent 
assez rapidement. On y constate une fragmentation des noyaux 
lymphocytaires, dont la chromatine subit une transformation 
granulaire intense. Des polynucléaires les envahissent, en 
méme temps qu’un processus d’enkystement les isole du issu 
environnant. Du vingtiéme au vingt-sixiéme jour, apparaissnt 
tout autour du greffon de minuscules syphilomes a disposition 
périvasculaire, lesquels deviennent de plus en pius confluents et 


* 4 


gu = Se 

To ee a ee ¥ 
a S . i 

% Rie, Savas 

z "SP Boss 


Fic. 7. — Lapin 364 R, 40° jour. A gauche : Cellules polygonales, vaisseau de 
nouvelle formation, monocytes et polynucléaires dans la zone réaction- 
nelle; mitose au centre. Hémalun, gross. 700/1. A droite: Tréponémes dans 
la méme zone réactionnelle. Dieterlé. Méme grossissement. ’ 


pénétrent dans le tissu sous-cutané et les papilles dermiques. 
Finalement (vers le cinquantiéme jour), le greffon se résorbe 
par un processus phagocytaire, ot interviennent des cellules 
polygonales & noyaux vésiculeux, & cytoplasme vacuolaire, 
contenant des débris chromatiniens. 

Il en résulte qu’a une exception prés (Lapin 558 R), pendant la 
période écoulée entre le sixiéme et le quarantiéme jour, les 
greffons ne renferment pas de tréponémes. Ceux-ci font leur 
apparition le vingtiéme jour dans les altérations spécifiques 
situées a proximité de la greffe. D’abord rares, ensuite extré- 
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mement nombreux, les spiroch?tes pullulent sans que l'on 
puisse observer la moindre trace de culture dans le matériel 
inoculé. Ce n’est que plus tard, vers le cinquantiéme jour, et 
alors que les syphilomes conliennent déja d’innombrables para- 
sites, qu’on décéle ceux-ci dans le centre nécrotique du greffon. 

Nous déduirons done qu’entre la greffe sous-scrotale et le 


Vv CONSTANTIN. 


Fie. 8. — Lapin 354 R, 50° jour. En haut: Greffon et syphilomes sous-cutanés. 
Hémalun, gross. 50/1. En bas: Tréponémes au centre du greffon. Dieterlé. 
Gross. 700/1. 


moment ou apparaissent les premiers vestiges d'altérations 
spécifigues, tl s’écoule une période pendant laquelle aucun 
tréponeme ne peut étre découvert ni dans le greffon, ni dans les 
tissus'qui [hébergent. Purs, brusquement, les formes sprroché- 
tiennes| font leur apparilion, en méme lemps que la structure 
tissulaire change d aspect, pour revétir les caracteres spécifiques 
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du chancre syphilitique. Tout se passe comme si le virus utilisart 
cette période latente pour accomplir un cycle évolutif compor- 
tant des stades intermédiaires infravisibles, précédani la phase 
lerminale tréponémique végétative. 

Quoi qu'il en soit, il ressort de ces constatations et de toutes 
celles recueillies antérieurement, qu'il n’y a pas d’altérations 
syphilitiques sans apparition simultanée de spirochétes, ce 
qui vient & l’encontre de lhypothése formulée récemment par 
P. Lépine (1), d’aprés laquelle le tréponéme serait dépourvu 


Fic. 9. — Lapin 354 R, 50° jour. Coupe intéressant un nodule syphilomateux. 
Tréponémes dans le tissu interstitiel. Formes spirochétiennes involutives 
dans le cytoplasme des gros monocytes. Dieterlé. Gross. 1000/1. 


de virulence, hypothése sur laquelle nous reviendrons ullé- 
rieurement (voy. p. 260). 


Conctusions. — De nowvelles expériences, réalisées en greffant 
des ganglions de sourts syphilisées sous la peau du scrotum du 
lapin, rendent de plus en plus probable lexristence d'un cycle évo- 
lutif du virus syphilitique, comportant des stades intermédiaires 
inaccessibles a nos moyens dinvesligation et, vraisemblablement, 
infravisibles. 


y) Re a La Presse Médicale, 1.0 66, 1931, p. 1232; Revue Médicale, 48, 
1931, p. 724. 
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4° OBJECTIONS FORMULEES A L’ENCONTRE DE L’HYPOTHESE 
DUN STADE INFRAVISIBLE DANS LE CYCLE EVOLUTIF 
DU VIRUS SYPHILITIQUE. 


L’hypothése d’un cycle évolutif du virus syphilitique, com- 
portant des stades infravisibles, a été soumise récemment A une 
sévére critique par Hoffmann, Jahnel, Prigge et Rother- 
mundt (1) d’une part, par Strempel (2) d’autre part. Les objec- 
tions formulées concernent : 

1° La nature des granulations argentophiles constatées dans 
les lésions syphilitiques et leurs rapports avec le Treponema 
pallidum ; 

2° Linterprétation quwil convient d’accorder au fait que des 
tissus, apparemment dépourvus de spirochétes, renferment néan-= 
smoms du virus syphilitique pathogéne pour les animaux 
réceptifs. 


4° Formes GRANULAIRES. — Jahnel et ses collaborateurs rap- 
pellent que de telles formes (granules, virgules, boucles) ont 
été constatées fréquemment dans les lésions syphilitiques, et 
qu elles se trouvent reproduites dans! Atlas d’Erich Hoffmann, 
lequel les désigne sous le nom de formes atypiques, ou de 
corpuscules résultant d’une destruction granulaire des spiro- 
chétes. Mais, si le fait en lui-méme est incontestable, il est diffi- 
cile, sinon impossible, disent-ils, de préciser si ces formations 
représentent les phases d’un cycle évolutif, ou, tout simple- 
ment, des produits de dégénérescence du Treponema pallidum, 
produits dépourvus de vitalité et, par conséquent, incapables 
de reproduire des parasites spiralés. Les auteurs adoptent tou- 
tefois cette derniére interprétation. 

Tel n’est pas notre avis. Semblable & beaucoup d'autres 
microorganismes, le spirochéte de la syphilis est capable de 
subir une involution se traduisant, morphologiquement, par 
une disposition en boucles plus ou moins compactes, ou en 
corpuscules légérement ondulés, ou encore en granules, et, 
biologiquement, par la faculté de résister aux agents défensifs 


(1) JanneL, Pricce et Rorsgrmunot. Dermatol. Zeitschr., 64, 1932, p. 7. 
(2) StrempeL. Dermatol. Zeitschr., 64, 1931, p. 1. 
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de l'organisme, et méme & certains médicaments administrés a 
des doses inefficaces. On peut assister & tous les stades inter- 
médiaires entre le microorganisme spiralé typique et les granu- 
lations argentophiles de dimensions réduites, que l’on rencontre 
surtout dans le cytoplasma de certains fibroblastes des syphi- 
lomes scrotaux. Ce sont ces granulations qui, d’aprés nos 
observations, représentent le dernier stade, encore visible, 
du virus. Ultérieurement, le germe cesse d’étre accessible & 
nos moyens d’investigation ; il devient invisible, ce qui explique 
pourquoi, malgré des efforts persévérants et la perfection des 
techniques, le chercheur le plus sagace ne peut le déceler 
dans des tissus éminemment virulents. 

Pour que l’hypothése d’un stade infravisible soit acceptable, 
il faut, disent Hoffmann, Jahnel et leurs collaborateurs, que 
ces formes ultramicroscopiques soient constamment filtrables. 
Or, l'expérience montre que, sauf de rares exceptions (Kolle 
et Albrecht, doc. ezt.), la filtration du virus syphililique n’aboutit 
qu’a des résultats négatifs. Nous avons exposé précédemment 
notre opinion & ce sujet (voy. p. 227), et suflisamment insisté 
sur ce que « infravisibilité et filtrabilité ne vont pas toujours 
de pair ». Les exemples de germes infravisibles et difficilement 
filtrables ne sont pas rares, les résultats de la filtration étant 
en fonction de facteurs multiples et intimement liés 4 la nature 
méme du virus pris en considération. Il n'y a done pas lieu de 
tenir compte de cetle objection, basée sur la non-filtrabilité 
du virus syphilitique. 


2° VIRULENCE EN L’ABSENCE DE FORMES TREPONEMIQUES. — Hof- 
fmann, Jahnel et leurs collaborateurs reconnaissent que, sou- 
vent, des tissus syphililiques virulents sont dépourvus de Tre- 
ponema pallidum décelables & l’ultramicroscope, ou sur coupes 
imprégnées & l’argent. « En ce qui concerne tout particuliére- 
ment la syphilis, disent les auteurs allemands, les ganglions 
et certains autres organes sont infectieux aprés la guérison des 
manifestations cliniques, quoique, dans la régle, on ne puisse 
pas y déceler de spirochétes. » Mais, ajoutent-ils, ii ne s’agit 
pullement d’une persistance du virus & la phase infravisible de 
son cycle évolutif. Le phénoméne est dit au fait que les trépo- 
nemes sont présents en quantile st restreinte, quils échappent a 
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nos investigations microscopiques. Pour qu’ils deviennent 
visibles, il faut qu’une longue période de temps s'écoule entre 
la greffe et l’éclosion des lésions tréponémiques [trente & qua- 
rante jours suivant Levaditi, Schoen et Sanchis-Bayarri, 
douze jours au moins d’aprés Strempel (doc. cit.), lequel con- 
firme ainsi nos premiéres observations]. Or, voici sur quels 
arguments les auteurs allemands appuient leur interprétation 
« quantitative » : 

On sait que, d’aprés Buschke et Kroo (1), le virus récurren- 
tiel (Sp. obermevierc) persiste dans le névraxe des animaux 
réceptifs (muridés), alors que, par suite d’un étal réfractaire 
acquis, il a disparu du sang et des autres organes. Cette impor- 
tante constatation a été confirmée par Levaditi et Anderson (2) 
et par Levaditi, Anderson, Selbie et Schen (3) [Sp. duttont, 
souche Brazzaville]. Ces auteurs, ayant établi que malgré sa 
virulence l’encéphale ne montre que rarement des spirilles 
im prégnables par les méthodes argentiques [ Levaditi, Anderson, 
Selbie et Schoen (4)|, admettent que le virus récurrentiel y est 
présent sous une forme infravisible, quoique non filtrable. Par 
ailleurs, Prigge 5), Prigge et Rothermundt (6), de méme que 
Rothermundt (5), montrent que la virulence névraxique, chez les 
muridés infectés avec le Sp. obermezert ou le Sp. hispanica, est 
en rapport avec l’activité pathogéne de la souche et l’insuffi- 
sance de réactions immunitaires de l’organisme. 

Cependant, pour Jahnel, Prigge et Rothermundt, ce con- 
traste entre l’absence de spirilles dans le névraxe et la viru- 
lence, s’explique tout aussi bien en admettant que les parasiles 
y sont présents en quantité si infime, qu'il est pratiquement 
impossible de les déceler 4 |’ultramicroscope, ou sur coupes 
imprégnées 4 l’argent. Les parasites seraient masqués par le 
tissu névraxique (expériences de Prigge : mélanges de sang 
parasité et de broyage cérébral), et leur rareté motiverait la 


(1) Buscuke et Kroo. Klin. Woch., n° 47, 1922, p. 2323. 

(2) Levavit1 et AnnErson. C. R. Académie des Sciences, 186, 1928, p. 623; C. R- 
Soc. de Biologie, 100, 1929, p. 1124. 

(3) Levapir1, ANDERSON. SELetE et Scnonn. Bull. Acad. de Médecine, 102, 1929, 

, 105. 
3 (4) Pricer. Dermatol. Zeitschr., 47, 1926, p. 1. 

(5) Prioas et Rorsermunpt. Zeilschr. f. Hyg., 108, 1928, p. 398. 

(6) Rorsermunnt. Arb. a. d. Staatsinstitul f. exp. Therapie, 24, 1928, p. 329. 
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longue durée de l’incubation (six & huit jours) chez les souris 
inoculées avec des émulsions encéphaliques virulentes. 

En fait, les auteurs allemands rapportent des expériences 
qui, au premier abord, semblent confirmer leur maniére de 
voir. Ils diluent du sang riche en Spirocheta obermeieri, ou en 
Sp. hispanica, avec de l'eau salée isotonique, et, se servant 
d’une méthode adéquate, ils comptent le nombre des parasites 
par centimetre cube. Or, ils constatent que du sang qui con- 
tient de 300 & 400 spirilles par centimétre cube est encore 
infectieux pour la souris, quoique apparemment dépourvu de 
spirilles & l’examen ultramicroscopique. Pourquoi n’en serait-il 
pas de méme du cerveau des animaux ayant acquis | immunité? 
Tout se réduirait ainsi & une question de quantité, et cette expli- 
cation, infiniment plus simple, dispenserait d’envisager l’hypo- 
thése d’un cycle évolutif comportant des phases infravisibles. 

Tel n’est pas notre avis. D’abord, il est fort possible que le 
sang infectieux des animaux sacrifiés en plein accés récurren- 
tiel renferme non seulement des spirilles, mais encore les 
formes infravisibles du virus. Dans ce cas, il nest pas éton- 
nant que des dilutions, ot l’examen ultramicroscopique ne 
révéle pas de parasites spiralés, puissent conférer la maladie par 
suite de leur teneur en ultravirus. 

Par ailleurs, nos expériences récentes prouvent péremptoi- 
rement que /e degré de lactivité pathogéene du névraxe nest pas 
toujours en rapport avec la teneur du sang en spirilles. Il s’agit 
d’une virulence propre et relativement invariable, quelles que 
soient les propriétés intrinstques du sang circulant. Ainsi, 
lencéphale d'un rat dont le sang est trés riche en parasites 
est virulent & la dilution de 4 p. 50, de 1 p. 100 ou de 1 p. 500; 
or, le cerveau d'un animal de la méme espéce, examiné au 
moment ot le liquide hématique, dépourvu de spirilles, a 
cessé d’étre pathogene, agit & la dilution de 1 p. 50 oude 4 p. 100. 
La virulence reste presque sans changement, peu importe si le 
sang qui irrigue le névraxe renferme ou non des éléments spi- 
ralés. Le phénoméne de Buschke et Kroo n'est done pas attri- 
buable & la présence de rares Sp. duttoni ou obermeieri dans le 
parenchyme néyraxique, mais plutét au virus récurrentiel con- 
sidéré & la phase infravisible de son cycle évolutif. Voici les 
protocoles de nos essais : 
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Expériences. — Plusieurs rats ont été inoculés, par voie intrapéritonéale, 
avec du sang de souris contenant de nombreux Spir. dultont (souche Brazza- 
ville). Leur sang a été examiné fréquemment 4 lultramicroscope. Deux 
(entre eux ont été sacrifiés le troisitme jour (121 et 123), alors que le sang 
contenait de trés nombreux parasites. Les autres rats ont été sacrifiés du 
vingt et uniéme au soixante-douziéme jour. Le sang total du cceur et des 
dilutions de cerveau dans de l’eau salée isotonique, 81:4, 4:5, 4:10, 1:50, 
4:400, 4 : 500 et 1: 4.000 (concentration iniliale : un cerveau pour 5 volumes 
deau) sont inoculées 4 la dose de 0 c.c. 5 dans le péritoine de souris. 
Les résultats sont consignés dans le tableau IV. 


TasLeau I[V. — Virulence du cerveau des rats infectés de récurrente 
(Spirocheta dutteni, souche Brazzaville). 
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Les données résumées ‘dans ce tableau montrent que chez les deux rats 
sacrifiés le troisiéme jour, alors que le sang circulant contenail de trés 
nombreux spirilles, ia virulence du cerveau a oscillé entre 1/50 a 1/100. Mais 
chez trois autres sujets (114, 148 et 115), dont le liquide hématique ne renfermait 
pas de parasites décelables a l’ultramicroscope et n’était pas virulent pour la 
souris, l’encéphale s’est montré capable de conférer la récurrente 4 Ja souris 
aux mémes concentrations de 1: 50a 1:100. Résultat identique chez deux autres 
animaux (419 et 120), chez lesquels la virulence du sang ne s’était révélée que 
par l’inoculation 4 Ja souris. 

Dans une seconde expérience (tableau [V), comportant 43 rats sacrifiés les 
troisiéme, huitiéme, vingt et uniéme, vingt-septiéme, trente-quatriéme, trente- 
neuvieme, quarante-troisieme, cinquante-huitiéme el soixante-douziéme jours, 
la virulence du cerveau chez les animaux dont le sang contenait de nom- 
breux spirilles a varié entre 1/100 et 1/500, alors que l’activité pathogéne de 
lencéphale des rats dont le sang était exempt de spirilles s’est manifestée 
a la dilution de 1/100. 


Il en résulte que /a présence ou l’absence de spirilles dans le 
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sang n'influence pas considérablement le degré de la virulence 
du parenchyme cérébral, en tout cas pas dans les proportions 
prévues. Cette virulence parait donc attribuable a Veristence du 
virus récurrentiel sous une forme non spirochétienne et infra- 
visible, que ni Cultramicroscope, ni Vimprégnation argentique 
ne révélent. 


Ainsi se trouve éludée l’ultime objection formulée par Jahnel 
et ses collaborateurs, & encontre de l’hypothése du cycle évo- 
lutif du Treponema pallidum. Qu’il s’agisse de constatations 
concernant la syphilis expérimentale, ou de données se rap- 
portant a la fiévre récurrente, rien ne contredit, d'une maniére 
absolue, la conception d’un cycle évolutif du virus syphilitique, 
ou du germe récurrentiel, comportant des phases infravisibles. 
Les auteurs allemands s’en rendent compte eux-mémes, 
puisque, a la fin de leur mémoire, ils écrivent : « Naturelle- 
ment, nous ne pouvyons pas nier pour toujours la possibilité 
quil n’y ait d’autres formes de l’agent pathogéne de la 
syphilis en dehors de l'état spirillaire » (Natiirlich kénnen 
wir die Moglichkeit, das es ausser des Spiralgestalt des Syphi- 
liserregers noch andere Formen gibt, nicht fiir alle Zeiten als 
widerlegt betrachten) ». 

Bien que de nouvelles investigations soient nécessaires pour 
compléter nos connaissances sur le cycle évolutif du virus syphi- 
litaque, on peut, d'ores et déja, admettre comme fort plausible, 
sinon définitivement démontrée, la conception de l’existence 
@une phase infravisible dans lévolution du Treponema pal- 
lidum (1). : 


(14) Voici lopinion d’Ingraham (loc. cit.) & ce sujet : « Il est done évident 
qu’aussi bien dans la syphilis humaine que dans la syphilis animale il est 
des cas fréquents dans lesquels l'infection a été déterminée par des tissus 
infectieux apparemment exempts de tréponémes. Ces expériences, au nombre 
environ 48, bien que toutes trés suggestives, ont été incapables de con- 
vaincre de l’existence d'un stade infectieux non spirochétien. Leur valeur 
réside dans leur exactilude, car la plupart ont été exécutées par des cher- 
cheurs expérimentés, avec le soin le plus minutieux. Leur petit nombre est 
compensé en partie par leur exactitude, mais cependant incomplétement ». 
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CHAPITRE I] 


Contribution a l'étude expérimentale de la neurosyphilis. 


Les facteurs qui déterminent la localisation névraxique du 
virus syphilitique (dont les conséquences tardives sont la para- 
lysie générale et le tabes) ne sauraient étre mieux précisés que 
par l’expérimentation sur des animaux réceptifs, singes, lapins 
ou souris. Les procédés utilisés ont été: 1° l'inoculation directe 
de tréponémes dans l’encéphale, ou dans l’espace sous-arach- 
noidien; 2° |’étude de la virulence du névraxe d’animaux 
syphilisés par voie sous-scrotale ou intra-testiculaire. 


1° INOCULATION DIRECTE DU VIRUS SYPHILITIQUE DANS L’ENCEPHALE 
OU DANS LA CAVITE RACHIDIENNE. — Les essais relatés par Berta- 
relli (1) Levaditi et Banu (2), Uhlenhuth et Mulzer (3), Wey- 
gandt et Jacob (4), Vanzetti (5), Fontana et Sangiorgi (6), 
montrent que J’inoculation intracérébrale de produits riches en 
tréponémes n'est suivie, chez le lapin, d’aucun développement 
in situ du processus spécifique. Les résultats enregistrés (encé- 
phalite chronique) doivent, en effet, étre considérés comme 
étroitement liés & l’encéphalite spontanée du lapin, provoquée 
par l’Encephalitozoon cuniculi { Levaditi, Nicolau et Scheen (7)|. 
Rien de moins démonstratif, par ailleurs, que l’unique trépo- 
néme décelé dans le cerveau d'un lapin par Fontana et San- 
giorgi. En réalité, Levaditi, Lépine et Sanchis-Bayarri (oc. czt.) 
ont constaté que le Treponema pallidum, introduit dans le 
canal rachidien du lapin, n'y survil que trés peu de temps 
(vingt-quatre heures). Quels que soient le moment de l’examen 
et le nombre des inoculations intra-rachidiennes, ni le cerveau, 


(1) Berrareti. Centralbl. f. Bakter., 70, 1913, p. 187. 

(2) Levavitr et Banc, cités dans Levaditi, Lépine et Sanchis-Bayarri, Paris 
Médical, 741, 1929, p. 236. 

(3) Ustennotn et Muuzer. Berl. klin. Woch., n° 44, 1913, p. 2031; ibid., 54, 
4917, p. 645. 

(4) Weycanpr et Jacos. Miinch. med. Woch., n° 37, 1913, p. 2037. 

(5) Vanzertr. Pathologica, 4, 1912, p. 221. 

(6) Fontana et Sanororat. Pathologica, 5, 1913, p. 677. 

(7) Levavir1, Nicorau et Scuoen. Ces Annales, 38, 1924, p. 65. 
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ni la moelle, ni les ganglions intervertébraux ou le liquide 
cérébro-spinal n’ont conféré la syphilis au lapin. Récemment 
Zanetsu Ohya et Hyozu Misaizu (1) n’ont relevé aucune modi- 
fication appréciable du liquide céphalo-rachidien chez des 
lapins inoculés suivant le méme procédé, et, de leur cote, Tani, 
Saito et Funada (2) n’ont observé la virulence du névraxe que 
dans environ 25 p. 100 des cas examinés. 

ll en résulte que, conformément aux conclusions formulées 
par Levaditi, Lépine et Sanchis-Bayarri, « de névraxe du lapin 
normal offre une résistance manifeste, efficace, voire méme sou- 
vent irréductible, a Végard du virus syphilitique inoculé par 
vole intra-névraxique ». 

Cependant, ce méme virus, tout en épargnant le systeme 
nerveux, se dissémine dans le reste de l’organisme. Témoin les 
expériences de Uhlenhuth et Mulzer, de Raiziss et Séverac (3), 
de Levadili, Lépine et Sanchis-Bayarri, et celles, plus récentes, 
de Tani et ses collaborateurs. A |’exclusion de toute encépha- 
lite syphilitique, les animaux font de la kéralite, de l’orchite 
et une généralisation du virus dans les ganglions lympha- 
tiques, la rate et le sang. Le germe peut donc franchir la porte 
@entrée constituée par le névraxre, sans s'y arréter. 


2° VIRULENCE DE L’ENCEPHALE DES ANIMAUX INFECTI'S PAR DES 
VOIES AUTRES QUE CELLE DU SYSTEME NERVEUX. — A lencontre de 
ce qui vient d’étre énoncé, on révéle trés fréquemment le virus 
syphilitique dans les centres nerveux des animaux contaminés 
par des injections de spirochétes dans le testicule, ou sous la 
peau. C’est ce qui résulte des expériences de Schlossberger (4), 
faites sur la souris et le lapin, expériences confirmées par 
P. Lépine (5) et par Li Yuan Po (6) dans notre Laboratoire. De 
plus, Schlossberger, souscrivant a Vhypothése du « virus neu- 
rotrope » formulée par Levaditi et Marie (7), constate qu'une 


) Zanetsu Ouyva et Hyozu Misaizu. Lues, 6, 1934, p. 400. 

) Tant, Sarro et Funana. Centralbl. /. Bakter., 449, 1930, p. 201. 

) Raiziss et Séverac. Proceed. Soc. of exper. Biol. and Med., 24, 1927, panloGe 
) 


Scauossserger. Arb. a. d. Slaalsinst. f. exper. Therap.,Francfort, fasc. QF 
1928, p. 345. 


5) P. Liptng. C. R. Soe. de Biol., 104, 1929. spetane 
(6) Lt Yuan Po. C. R. Soc. de Biol., 405, 1930, p. 541. 
7) Levavrrr et Marig. Ces Annales, 33, 1919, p. 741. 
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souche tréponémique cultivée in vivo dans le cerveau de la 
souris apparait, par la suite, constamment dans le névraxe des 
lapins infectés par voie intratesticulaire (4 passages). Elle aurait 
acquis un neurotropisme qu’elle ne possédait pas auparavant. 

L’ensemble de ces constatations montre que si le virus syphi- 
litique se localise fréquemment dans le névraxe des animaux 
contaminés par des inoculations testiculaires (lapin), ou sous- 
cutanées (souris), par contre, tl se montre généralement inof- 
fensif pour le systéme nerveux lorsqu’on le met tout d’abord en 
contact avec l'encéphale. Il disparatt trés rapidement, % ainsi qu il 
ressort des constatations suivantes : 


EXPERIENCES (1). — Six lapins recoivent, par voie intracérébrale, 0c. c. 3 
dune émulsion riche en tréponémes vivants et trés mobiles (souche Truffi). 
Ils sont sacrifiés dix-sept, vingt-quatre, quarante-huit heures, six, quatorze, 
quarante et soixante-huit jours aprés l'inoculation. Le cerveau est examiné 
histologiquement (recherche des tréponémes par la méthode de Dieterlé) et 
sert a inoculer, par voie testiculaire, des lapins neufs (quatre par animal). 
Parmi ces derniers, 23 ont survécu au dela du trente-troisitme jour. Résultat 
négatif. 

Survie des lapins inoculés avec le cerveau du lapin: 


Lapins inoculés dans le cerveau. 


JOURS 
SOSA EUG SUE a acetyl. echo Masiird ye oek o erie eae BO 40: 
G09 TN a(Qa HEURES) ao ress pa teesias Ole Pa ree eu 2 eS 1413 
CLOW (AR eure x|\i— foe serge em, ofl cee ee Oe bos 
DAD (GM OUCS teens Coulee Cee EM ae cae 108, 108, 108, 98. 
CREME CUA OURS oo 8s oo 4.40 te SS) tks ee AT LO yO PPOs Soe 
OP ATS (LO nOULSY ire csetineer cuales boii ee aitameys ad eray eda: FO NOL poomae. 
OUG IHG Sal OUTS) Beet tect ase a eval ve LOTS dal Od 0e 


I} ressort de cette expérience que /e virus syphilitique, intro- 
duit dans lencéphale du lapin, disparait du névraze des la dix- 
septicme heure et ne peut y étre retrouvé en deca du soixante- 
huitiéme jour. Ni présence de tréponemes, ni virulence du systéme 
nerveux. 


Il importait yue des recherches analogues fussent entreprises 
sur des espéces animales plus proches de l’homme, en l’occur- 
rence les singes catarrhiniens inférieurs. Levadili, Lépine et 


(1) Levapit1, Vaisman et.Scuoey. C. R. Soc. de Biol , 107, 1931, p. 948. 
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“Schen (1) ont comblé cette lacune et enregistré les résultats 
suivants : 


Tecuntqgus. — Des singes appartenant a des variélés diverses recoivent, 
par voie intracérébrale, une ou plusieurs injections d’émulsions riches en tré- 
ponémes vivants et mobiles (virus Truffi’. Ils sont examinés du point de vue: 
1° de la virulence de leur cerveau et de leurs ganglions lymphatiques (ino- 
culation au scrotum du lapin), et 2° de la présence de spirochétes et de 
lésions dans leur encéphale. Voici les prolocoles de nos expériences : 

a) Cercopithecus callilhrix n° 129 recoit 0c. c. 5 d’une émulsion riche en 
Treponema pallidum. L'animal meurt le cinquiéme jour. Il est examiné sitot 
apres le décés. Culture du cerveau: négative. Une émulsion cérébrale est 
inoculée, par voie sous-scrotale, au lapin 764 H. Aucune Iésion locale appa- 
rente aprés cent dix-sept jours d’observation. Examen histologique : accumu- 
lation de polynucléaires et de rares monocytes dans les méninges septales, 
A disposition périvasculaire ; hémorragies discrétes. Ca et 1a, infiltration du 
tissu nerveux par des polynucléaires 4 noyaux cariolysés; ébauches de man- 
chons périvasculaires au niveau des noyaux centraux; absence totale de 
tréponemes (méthode de Dieterlé). 

h) Macacus rhesus n° 82 recoit 0 c. c. 5 d'une émulsion riche en Treponema 
pallidum. L’animal est sacrifié le vingt-deuxiéme jour. Son cerveau sert a ino- 
culer, par voie sous-scrotale, les lapins 904, 911, 912 et 913 H ; ceux-ci ne pré- 
sentent pas de chancres pendant quarante et cent cinquante-trois jours d ob- 
servation. Les ganglions inguinaux sont greffés aux lapins 914, 915, 916, 917 
et 918 H, lesquels restent indemnes de tout accident local pendant cent cin- 
quante-trois jours. Eramen histologique: aucune lésion, excepté un foyer 
nécrotique, riche en cellules granulo-adipeuses et en partie calcifié, d’origine 
traumatique. Absence totale de tréponémes (méthode de Dieter!é). 

c) Cercocebus fuliginosus n° 84 recoit le 23 janvier, le 26 mars, le 6 mai etle 
43 mai 1930, quatre injections intracérébrales d'une émulsion riche en trépo- 
némes. I} succombe le 4 juin, soit cent trente-deux jours aprés Ja premiére 
inoculation et vingt-deux jours aprés la derni¢re. Les ganglions inguinaux, 
prélevés sitot apres la mort, sont inoculés, par voie sous-scrotale, aux Japins 
192 et 194 H; ceux-ci restent indemnes pendant cent soixante-seize jours. 
Méme résulta en ce qui concerne la virulence de l'encéphale (3 lapins ; 
temps d’observation de cinquante-sept a cinquante-huit jours). Examen his- 
tologique: absence de lésions microscopiques ; aucun tréponéme (méthode 
de Dieterlé). 

d) Cercocebus fuliginosus n° 85 recoil, du 23 janvier au 13 mai 1930, quatre 
injeclions intracérébrales d’émulsions riches en Treponema pallidum. Il est 
sacrifié le 43 juin, soit cent quarante et un jours aprés la premiere inoculation 
et trente el un jours aprés la derniére. Son cerveau sert a infecter, par voie 
sous-scrotale, les lapins 316, 317 et 320 H, lesquels ne montrent aucun acci- 
dent local pendant cent soixante-treize et cent quatre-vingt-dix-neuf jours 
d’observation. Méme résultat négatif en ce qui concerne la virulence de ses 
ganglions inguinaux (5 lapins, observés pendant cinquante-cing, cinquante- 
sept, cinquante-neuf, cent quatre-vingt-six et cent quatre-vingt-dix-neuf jours). 
Examen histologique : aucune lésion du névraxe ; absence totale de tréponéemes 
(méthode de Dieterlé). 


(1) Levanrrr, Léprne et Scnorn. C. li. Soc. de Biol., 109, 1932, p. 86. 
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Ces expériences nous autorisent a formuler les conclusions 
suivantes: 


Conctusions. — Quels gue sotent le nombre et le rythme des 
injections intracérébrales (de 1 a 4), les singes appartenant aux 
espéces Macacus rhesus, Cercocebus fuliginosus et Cercopi- 
thecus callithrix xe réagissent d’aucune maniére a l’égard du 
virus syphilitique vivant et virulent, administré par voie intra- 
névraxigue. L’examen histologique, pratiqué cing, vingt-deux, 
cent trente-deux et cent quarante et un jours aprés la premiére 
inoculation, ne révéle aucune altération de méningite ou 
d’encéphalite en liaison avec l'infection tréponémique. Le cer- 
veau est totalement exempt de spirochétes et n’est pas viru- 
lent pour des animaux réceptifs, tel le lapin. Il en est de 
méme des ganglions lymphatiques inguinaux. D’ow il résulte 
que l’encéphale du singe, paretl en cela au névraxe du lapin, 
ne se préte pas a@ la culture in situ du virus syphilitique. Plus 
encore, il semble ressortir de nos recherches que, chez les 
simiens, le systeme nerveux central supprime inlégralement 
Pactivité pathogéne du virus syphilitique, et s’oppose 4 ce 
qu'il envahisse le systeme lymphatique. Contrairement & ce 
que l’on observe chez le lapin, il n’y a eu, chez le singe, ni 
dispersion du germe, ni métaslases consécutives (1). 


Il nous a semblé intéressant d’examiner le processus local qui 
entrave la pullulation du virus syphilitique dans Vencéphale, 
aprés inoculation intra-névraxique. Continuant des recherches 
antérieures (v. ci-dessus, page 246), Levaditi, Vaisman et 
Scheen (2) ont disposé les expériences de la maniére suivante : 

Au lieu d’injecter le virus syphilitique par voie transcra- 
nienne ou intra-rachidienne, ils l’ont introduit dans |’encéphale 


(1) A lobjection que le virus Truffi aurait perdu actuellement sa virulence 
pour le singe et homme, par suite de ses nombreux passages sur le lapin, 
nous répondons en affirmant le contraire. Les expériences récentes de Leva- 
diti et Vaisman (C. R. Soc. de Biol., 109, 1932, p. 619) ont montré que le virus 
Truffi, inoculé au Chimpanzé par greffe scrotale, déltermine l’éclosion de 
nodules riches en tréponémes, mais sans tendance ulcérative. 

(2) Levapit1, Varsman et Scaoun. C, R. Soc. de Biologie, 140, 1932, p. 427. 
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du lapin sous forme de greffe de syphilome Truffi. La tech+ 
nique opératoire est des plus simples; elle s'inspire de celle 
ulilisée pour les passages chez le lapin (petits trocarts que Von 
introduit dans la substance cérébrale, aprés trépanation). Les 
animaux ont été examinés du deuxieme au quarante-huitiéme 
jour. On a étudié, d’une part, l'état du greffon, sa teneur en 
tréponemes, l’envahissement du néyraxe par les spirochétes, 
et, d’autre part, la virulence de ce greffon el celle des ganglions 
lymphatiques périphériques. 


1° Grerrox. — Le greffon offre, au début, l’apparence micro- 
scopique du syphilome d’ct il provient, mais, par la suite, il 
présente des modifications traduisant un processus de sclérose 
et d’enkystement, lequel aboutit 4 sa résorplion plus ou moins 
intégrale. Des polynucléaires l’envahissent, des fibroblastes se 
multiplient par voie de mitose, de rares cellules granulo-adi- 
peuses apparaissent a la périphérie, ot l’on décéle également 
des éléments étoilés argentophiles et des histiocytes contenant 
du pigment verdatre. L’imprégnation par la méthode de Die- 
terlé révéle la présence de tréponémes jusqu’au quarante-hui- 
tiéme jour, date ultime de nos observations. Les spirochétes 
conseryent leur aspect habituel, ou subissent des transforma- 
tions involutives (boucles et petites pelotes), fréquentes dans la 
zone externe du greffon. Trés nombreux au début, les parasites 
se raréfient progressivement, et peuvent méme disparaitre 
tolalement chez certains animaux, sacrifiés entre le vingt- 
deuxiéme et le quarante-huitiéme jours. 

; ‘ 

2° Tissu NERVEUX ENVIRONNANT. — Le tissu nerveux qui empri- 
sonne le greffon (zone sous-corticale, voisinage des ventricules 
latéraux) montre des altéralions dont les caractéres microsco- 
piques varient suivant la durée des périodes écoulées. Pendant 
les premiers jours, il s’agit de lésions hémorragiques et inflam- 
matoires banales, dues au traumatisme, mais, par la suite, 
on constate une accumulation de cellules microgliques granulo- 
adipeuses. Des vaisseaux de nouvelle formation s’entourent de 
lymphocytes et de cellules plasmatiques parfaitement colorables 
par la méthode de Unna-Pappenheim (fig. 10). Cette disposi- 
tion confére parfois au tissu un aspect nettement réticulaire. 
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Certaines cellules mésogliques renferment des quantités consi- 
dérables de corpuscules argentophiles, corpuscules que l’on 
retrouve également dans les satellites des neurones sous-corti- 
caux. Ajoutons que les allérations des cellules nerveuses sont 
peu marquées, surtout dans les zones éloignées du foyer trau- 
matique provoqué par la grefle intracérébrale. 

Quoi quilen soit, pamais nous n'avons observé Venvahissement 


x 


MS .COMNSTANTIN 


Fre. 40. — Lapin 757 P, examiné le 15° jour. Tissu nerveux entourant le gref- 
fon. Vaisseau de nouvelle formation environné de cellules granulo-adi- 


peuses, de lymphocytes et de cellules plasmatiques. Bleu de Unna. 
Gross. 7150/1. 


du tissu nerveux par les spiruchetes. Si quelques rares éléments 
spiralés ont pu étre décelés, entre le troisiéme et le cinquiéme 
jour, dans les foyers hémorragiques, par contre, en nulle région 
de lencéphale, il n’y eul pénétration réelle, ou pullulation 
locale du Treponema pallidum. 
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Il en résulte que si le parasite de la syphilis persiste dans. 
le greffon inclus dans l’encéphale pendant une période pouvant. 
atteindre quarante-huit jours, il n’envahit jamais le tissu ner- 
veux et ne s'y multiplie pas. Ici, comme dans nos expé- 
riences anlérieares, il apparait que /e cerveau normal ne 
constitue pas un milieu propice au développement in situ de la 
forme tréponémique du virus syphilitique. En effet, alors que le 
ereffon spirochétien inséré sous le scrotum du lapin, déclenche 
une mulliplication intense des spirochetes et lapparition 
d’un syphilome local, le méme greffon est destiné & se scléroser 
et a se résorber, s'il est introduit dans le névraxe. Il y a donc 
des tissus « tréponémophiles » et d autres qui sont « tréponémo- 
phobes ». Or, le cerveau normal se range parmi ces derniers, se 
comportant ainsi comme le revéftement cutané de la souris, 
espéce animale chez laquelle la syphilis expérimentale évolue 
d'une manieére cliniquement occulte (v. page 229). 

Un probleme se pose : les tréponémes constatés dans le grejfon 
sont-ils vivants et virulents, ou bien s’agit-il d une conservation 
de spirochétes ayant cessé de vivre, quoique parfaitement 
imprégnables par l’argent, comme il advient chez les foetus 
hérédo-syphilitiques macérés | Queyrat, Levaditi et Feuillé (1)|? 
Afin de résoudre ce probléme, nous avons eu soin d’examiner 
la virulence de certains greffons ayant séjourné deux, six, 
douze et vingt jours dans l’encéphale, en les inoculant sous le 
scrotum de lapins neufs. Les résultats ont été totalement néga- 
tifs, d’ou il ressort que /es spirochétes introduits dans le névrare 


cessent d’étre pathogénes peu de temps aprés Cinoculation. 
5 


x 


Conciusions. — Conformément & nos constatations anté- 
rieures, les expériences actuelles montrent que le névrare 
normal du lapin, du singe, et, trés probablement aussi, celui-de 
UVhomme, oppose une résistance efficace et difficilement réduc- 
tible a la pullulation in situ du Treponema pallidum (2). 


(1) Qugyrat, Levapirr et Feurtté. Soc. de Dermatol. et de Syphil., 12, n° 7° 
1905, p. 982. 

(2) Ces conclusions confirment celles qui découlent d'un important travail 
relaté en 1912 par Vanzerti (Pathologica, n° 8, 1912, p. 221). L’auteur pratique 
chez le lapin des greffes sous-durales avee des fragments de syphilome spi- 
rochétien et sacrifie les animaux de deux a cent cing jours aprés l’opération. 
Il constate que les tréponémes persistent dans le greffon pendant au moins 
quarante jours, mais n’envahissent pas le parenchyme névraxique. 
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Si donc, 4 une période plus ou moins.reculée de la syphilis, 
le syst8me nerveux central tolére cette pullulation tréponé- 
mique et réalise le tableau clinique de la parasyphilis, c’est 
que : 

1° Le virus acquiert progressivement des gualités neurotropes 
nouvelles, et que : 

2° Laréactivité du névraxe west plus la méme. 

Les modifications de cette réactivité névraxique sont trés 
probablement de nature allergique. C’est avec juste raison que 
Dujardin a invoqué, depuis longtemps et encore tout récem- 
ment (1), les changements de I’état allergique de l’organisme 
syphilisé, pour expliquer la pathogénie de la parasyphilis. 
Cifons, pour mieux insister sur importance de la conception 
étiologique du savant belge, les conclusions de son rapport pré- 
senté & l'occasion du Centenaire d’Al/red Fournier : 

1° La syphilis anallergique tardive est une syphilis diffuse 
généralisée, la syphilis allergique est une syphilis plus nette- 
ment localisée (tertiarisme). 

2° La parasyphilis, ou syphilis anallergique tardive, comprend 
les deux formes incontestablement les plus graves de la syphilis 
nerveuse : le tabes et la paralysie générale. 


* 
x 


Restent 4 expliquer les différences constalées par les expéri- 
mentateurs entre la virulence des centres nerveux des animaux 
inoculés par voie intra-cérébrale et celle des mémes sujets con- 
laminés par voie para-névraxique (inoculation testiculaire ou 
sous-cutanée). Chez les premiers, le tréponéme entre en contact 
direct avec le systeme nerveux, alors que chez les derniers il 
n'y parvient qu’aprés avoir pullulé ailleurs, en particulier dans 
les lésions spécifiques et le systéme hématopoiétique. Powr qw't/ 
y ait contamination névraxique, iW faut, a notre avis, que le 
virus ait accompli son cycle évolutif ailleurs que dans lencé- 


(1) Dussnvin. Cenlenaire d’ Alfred Fournier. Rapports. Peyronnet édit., Paris, 
1932, p. 19: 
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phale ou la moelle épiniere. Tout porte a crotre que le germe est 
incapable de s'adapter demblée au névraze sous sa forme spiro- 
chélienne végétative. Le systeme nerveux ne se laisse vaincre 
et envahir que par la forme infravisible, celle qui, précisément, 
assure la continuité de |’état d’infection chronique inapparente, 
propre a la syphilis. 

Sil en est réellement ainsi, on doit pouvoir déceler, dans 
lencéphale des paralytiques généraux, ies mémes aspects para- 
silaires qui, dans d'autres tissus spécifiquement lésés, indiquent 
l'existence d'une é6volution cyclique du virus syphilitique. Or, 
a ce desideratum, les observations de Levaditi et Li Yuan Po (1) 
ont répondu affirmativement. En effet, en utilisant la méthode 
de Dieterlé, ces auteurs ont découvert dans l’écorce cérébrale 
d’un sujet atteint de paralysie générale la présence de boucles 
spirochétiennes, a cdté de tréponémes réguligrement ondulés 
et de parasiles en voie de transformation granulaire. I/ est 
a admettre que, pareil en cela au virus récurrentiel (2), le 
virus syphilitique réalise dans le cerveau des paralytiques géné- 
raux un véritable cycle évolutif, comportant des phases alter- 
nantes, tantét infravisibles ou granulaires, tantét spiroche- 
liennes Cette particularité expliguerait la variabililé des 
résultats concernant la présence des tréponémes dans la corti- 
calité névraxique, au cours de la maladie de Bayle, ainsi que 
la répartition irréguliére des parasites dans les diverses circon- 
volutions. 


CoNcLUSIONS GENERALES. — Bien que de nouvelles recherches 
soient nécessaires pour résoudre d'une maniére satisfaisante le 
probleme pathcgénique de la parasyphilis, les données expéri- 
mentales acquises autorisent les conclusions provisoires: sui- 
vantes : 

1° Pour que le virus syphilitique envahisse le systéme ner- 
veux central, il faut qu'il ait accompli ailleurs que dans. le 
névraxe certaines phases de son cycle évolutif; 

2° Une fois logé dans le parenchyme nerveux, il y persiste 
pendant longtemps sous une forme inaccessible & nos moyens 


(! ) Levapitr et Lr Yean Po. C. R Soc. de Biologie, 104, 1930, p. 736. 
2) Cf. les recherches de’ Levavitr, ANDERSON, Setere et Scnoen. Bull. Acad. 
de Méd., 102, 1929, p. 703. 
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d'investigation, sans provoquer des altérations pouvant étre 
rapprochées de celles de la paralysie générale ; 

3° Le virus y séjourne sous cette forme jusqu’a ce que, pour 
des raisons encore ignorées, la réactivité du névraxe subisse 
des modifications allergiques. Le germe réussit alors A vaincre 
la résistance que Vencéphale oppose & sa pullulation in situ. A 
partir de ce moment, au stade infravisible succédent d’autres 
formes de tran-ition, destinées 4 engendrer des parasites spi- 
ralés, lesquels contaminent les circonvolutions. Cette multi- 
plication locale du Treponema pallidum détermine des altéra- 
tions intéressant, a la fois, le parenchyme, les vaisseaux et les 
méninges, altérations caractéristiques de la maladie de Bayle ; 

4° Il est probable que la culture du virus dans le névraxe 
comporte des phases alternantes, tantot infravisibles, tant6t spi- 
rochétiennes, ce qui explique les variations quantitatives et la 
répartition irrégutiére des tréponémes dans le cortex des para- 
lytiques généraux; 

5° Il est vraisemblable que par suife de son développement 
dans le névraxe, au cours de la période anallergique de la mala- 
die, le virus subit des modifications biologiques, se traduisant 
par une perte partielle ou totale de sa virulence dermotrope. 
Nombreux sont, en effet, les auteurs n’ayant enregistré que des 
résultats négatifs en inoculant au lapin ou au singe des Irag- 
ments d’encéphale de paralytiques généraux, méme lorsque de 
tels fragments étaient relirés par ponctions cérébrales effec- 
tuées in vivo [Cf. les recherches récentes de Levaditi, Marie et 
P. Lépine (1)] ; 

6° Enfin, il semble que certaines souches de virus syphili- 
tique sont particuliérement aptes a se localiser dans le névraxe, 
conformément 4 ia conception du neurotropisme, formulée en 
1914 par Levaditi et Marie (2) (Cf. les nouvelles expériences de 
Schlossberger (3)}. 


(1 Levavitr, Marie et Lépine. C. R. Soc. de Biol., 103, 1930, p. 467. 
(2 Levapiti et Martz. Ces Annales, 33, 1918, p. 74. 
(3) ScutossBerGER. Loc. cil. 
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CHAPITRE III 


Le tréponéme pale est-il virulent? 


Sous ce titre « le tréponéme pale est-il virulent?, P. Lépine (1) 
a publié récemment deux mémoires oti il s’efforce de démontrer 
que le tréponéme pale n’est pas doué de propriétés pathogénes, 
et que seule la phase infravisible du cycle évolutif du virus 
syphilitique (« ultravirus ») est virulente. Cette phase serait 
capable d'assurer la contagion, et, par conséquent, la propa- 
gation de la maladie, la forme spirochétienne n’étant « qu'un 
rappel 6phémire de la vie saprophytique ancestrale dugerme ». 
Si nous désirons soumettre & une critique objective les affir- 
mations de P. Lépine, c’est surtout parce que cerlains auteurs 
[Truffi (2), Jahnel, Prigge et Rothermundt (doc. czt.)|, par suite 
d’une confusion, d’ailleurs toute naturelle, ont pensé devoir 
attribuer a l’un de nous (Levaditi) opinion de son ancien colla- 
borateur. 

Voici, du reste, lathése soutenue par P. Lépine : « Selon toute 
vraisemblance, crdyons-nous, la forme infravisible du virus 
assure non seulement la conservation du’ germe aux phases 
latentes de la maladie, mais encore sa transmission aux stades 
des lésions contagieuses ». Quant au tréponéme, il est totale- 
ment avirulent et apathogéne. 

L’auteur considére comme hors de doute l’exislence des 
formes infravisibles du germe syphilitique ; en cela, comme sur 
bien d’autres points, il est d’accord avec les résultats de nos 
recherches, auxquelles il a, d’ailleurs, contribué pour une trés 
large part. Mais la od la divergence surgit, c’est lorsqu’il 
s'agit de démunir le spirochéte de ses qualilés pathogénes. 
Certes, nous ne savons pas actuellement si la contamination 
s'effectue grace & la pénétration du Treponema pallidum, ou des 


(1) Léping. Loc. cit. 

(2) Trurri (Rapport au Centenaire d'Alfred Fournier, 1932, Peyronnet éditeur 
Paris, p. 114) s’exprime ainsi: « L’hypothése de Levaditi, que le tréponéme ne 
soit quune phase, la derniére, dépourvue du pouvoir pathogéne, du cycle vital du 
virus syphilitique, et que la syphilis du névraxe soit due a une phase infravi- 
sible du virus, quoique séduisante, n'est pas encore démontrée ». 
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formes infravisibles du virus dans lorganisme-hdéte. Mais, 
-expérimentalement, il est facile de prouver que chaque fois que 
lon greffe des tissus riches en tréponemes (et a la condition 
-que l’animal greffé soit capable de réagir par une syphilis 
apparente), les toul premiers débuts des altérations microsco- 
piques sont intimement Jiés & une pullulation locale des 
formes spirochétiennes.- « Pas daltéraiions syphilitiques sans 
sptrochétes », cet adage formulé par Schaudinn et Hoffmann, 
reste inébranlable. Le méconnaitre, c’est vouloir faire plier des 


2 CONSTANTIN, 


‘Fic. 41. — Lapin 478 R, 3° jour. A gauche : Réaclion vasculo-histiocytaire 
autour du greffon. Hémalun. Gross. 600/1. A droite : Tréponémes bien 
conservés ou en état d involution, dans le greffon. Dieterlé. Gross. 700/1. 


données certaines aux exigences d’une hypothése aussi ingé- 
nieuse que fragile. Ces données, nous les devons 4 Levaditi et 
Yamanouchi (1) [greffe de cornée atteinte de kératilte syphili- 
tique dans Jachambre antérieure de I’ wil du lapin], a Strempel 
et Armuzzi (2) [greffe de syphilome sous le scrotum du lapin], 
-et A tous ceux, trés nombreux, qui ont démontré les rapports 
étroits entre le degré de la virulence des accidents spécifiques 
primaires, secondaires ou lertiaires, et leur teneur en trépo- 


(1) Levaprtr et Yamanoucnti. Ces Annales, 22,1908, p. 763. 
(2) Srremper et Anmuzzi. Dermat. Zeitschr., 46, 1926, p. 267. 
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nemes. Et s'il nous faut apporter de nouvelles preuves en 
faveur de l'adage cité ci-dessus, nous relatons nos experiences 
récentes, concernant |’évolution du chancre scrotal chez le lapin, 
apres greffe de fragments de syphilome 4 virus Truffi. Les 
voici, en résumé: 


Expéatence. — Onze lapins recoivent, par greffe sous-scrolale, des frag- 
ments de chancre syphilitique (virus Trulfi). Ils sont examinés du troisieme 
au trentitme jour. Les greffons et les tissus qui les hébergent servent a 
faire des coupes a la paraffine. que l’on imprégne par la méthode de Dieterlé. 

Lapin 478 R. Eramen le troisiéme jour. — Envahissement du greffon par des 


Ps 
hints 
¥ ~-C.COASTANR TIN, 


Fic. 12. — Lapin 482 R, 7° jour. A gauche : Greffon entouré d'une zone réac- 
tionnelle. Hémalun. Gross. 50/1. 4 drovfe: Tréponémes dans les altérations 
spécifiques incipientes. Dieterlé. Gross. 700/1. 


* 
polynucléaires, en partie caryolysés. Tout autour, hyperhémie et néoforma- 
tion vasculaire ; les endothéliums sont hypertrophiés, et entre les capillaires 
néoformés on constate une multiplication @histiocytes. Les tréponémes, bien 
conservés, ou disposés en boucles au centre du greffon, abandonnent déja ce 
dernier, pour envahir le lissu réactionnel périphérique. Formes tréponémiques 
involutives dans les macrophages (fig. 11). 

Lapin 482 R. Examen le septiéme jour. — Gretfon yolumineux, trés infiltré 
par des polynucléaires. A la périphérie, altérations syphilitiques manifestes : 
vaisseaux néoformés, entourés de lymphocytes et de cellules plasmatiques. 
Prolifération des cellules fixes. Tréponémes bien conservés et a l'état de boucles 
serrées, au niveau du greffon. Les parasites ont quillé ce dernier, pour se répanilre 
dans les (issus avoisinants. Leurs rapports_avec les lésions syphilitiques micros- 
copiques sont des plus intimes. Nombreux parasites au contact des parois vas- 
culaires et entre les monocytes (fig. 12). 


Lapin 492 R. Examen le dixiéme jour. — Syphilomes microscopiques autour 
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du greffon. Trés nombreux spirochéles en voie de pullulation active au contact 
immédiat des vaisseaux et de lazone réaclionnelle qui entoure ces vaisseauz (fig. 13). 
Lapin 481 R. Examen le onziéme jour. — Méme aspect (fig. 13). 
Lapin 487 R. Examen le douziéme jour. — Syphilomes microscopique dissé- 


fe 


Fic. 13. — A gauche: Lapin 481 R, 11° jour. Greffon et petit nodule syphilitique 
vasculaire. Hémalun. Gross. 50/1. A droite : Lapin 492 R, 10° jour. Nombreux 
tréponémes dans la paroi yvasculaire d’une lésion syphililique incipiente. 
Dieterlé. Gross. 1000/1. 


t 


A 
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Fic. 144. — A gauche : Lapin 480 R, 8 jour. Formes spirochétiennes inyolu- 
tives dans les gros monocytes. Dieterlé. Gross. 1000/4. A droite: Lapin 487 R, 
42° jour. Tréponémes typiques et formes inyolutives dans le greffon. Die- 
terlé. Gross. 1000/1. 
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“ 


minés {autour du” greffon. Celui-ci contient de tres nombreux tréponémes. 
On aJimpression d'une pullulation intense des parasites dans Vintimité du 
tissu greffé, lequel est, en partie, vascularisé (fig. 14). 

Lapin 496 R. Examen le dia-sepliéme jour. — Multiplication des spirochetes 
dansjle’greffon. Tout autour, denombreux nodules syphilitiques envahissent 


| 
| 


Fie.445. — Lapin 496 R, 17¢ iour. En haut : Syphilomes microscopiques sous- 
culanés. Hémalun. Gross. 80/4. En bas : Tréponémes typiques autour d’un 
vaisseau papillaire. Dieterlé. Gross. 700/1. 


le derme et pénétrent dans les papilles sous-épidermiques. Eosinophilie 
locale (fig. 15). 

Lapin 479 R et 486 R, examinés le vingti¢me et le vingt-troisiéme jour. 
— Syphilomes typiques extrémement riches en parasites spiralés (fig. 16). ij 


Que conclure de ces données, sinon que, dés l’apparition des 
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premiers indices de réaction spécifique, les tréponemes sont. 1d, 
dabord rares, ensuite de plus en plus nombreux, fidéles témoins 
des ‘rapports étiologiques entre la genése de ces altérations et la 
pullulation locale des germes spiralés. 

Par ailleurs, examinons ce qui se passe lorsque, au lieu de 


4 @ | 
i 


Fie. 16. — Lapin 436 R, 23¢ jour. En haut : Greffon enkysté et syphilomes 
périphériques. Hémalun. Gross. 50/1. En bas : Tréponémes lypiques: et 
formes involutives dans les syphilomes. Dieterlé. Gross. 1000/1. 


ereffer les fragments de syphilome spirochétien sous le scrotum 
du lapin, espéce réceptive, on les introduit sous la peau de la 
souris, animal qui réagit par une tréponémose cliniquement 
inapparente. Des expériences de ce genre ont été réalisées 
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récemment par Levaditi, Mezger et Schoen (4); voici les cons- 
tatations de ces auteurs (Cf. Tableau IL, page 235 et protocoles 
page 266) : 

L’examen minulieux par la méthode de Dieterlé montre que 
le greffon syphilomateux contient des tréponémes parfaitement 
conservés, ou ayant subi des transformations involutives, du 
premier au trentiéme jour aprés la greffe (2). Plus tard, les 
parasites disparaissent complétement (on ne les a plus décelés 
entre le trentiéme et le quatre-vingt-quinzitme jour), en méme 
temps que la greffe se résorbe par un processus de nécrobiose 
et de phagocytose monocytaire. Or, méme au moment ot les 
tréponémes logés dans le greffon offrent une parfaite intégrité 
morphologique, aucun spirochéle n’abandonne le point d’inocu- 
lation pour se disperser et se multiplier dans les tissus envi- 
ronnants. Ceci étant, et conformément a l’adage « pas d’altéra- 
tions syphilitiques sans spirochétes », nulle trace de lésions 
spécifiques n’apparait autour de la greffe. Tout se passe comme 
si l'on avait inoculé a ‘animal des parasites morts, destinés & 
étre résorbés, sans réaction syphilomateuse locale. Les proto- 
coles ci-aprés viennent & l’appui de ce qui précéde : 


Prorocotes. — Souris greffées sous la peau du dos avec 4 fragments de 
chancre syphilitique. Souris / : sacrifiée aprés vingl-qualre heures (virus Trufli). 
Greffon visible, mais, en grande partie, nécrosé. Tout autour, infiltration 
intense par des polynucléaires bien conservés. Dielerlé : nombreux trépo- 
némes au centre du greffon, quelques-uns bien conservés, mais la plupart 
déformés, moniliformes, ou en voie de transformation granulaire. Pas d’en- 
vahissement des tissus périphériques. Ultra : nombreux parasites mobiles et 
immobiles. ; 

Linoculation du greffon au lapin, par voie scrotale (lapins 849 et 895), 
détermine l'apparition de chancres syphilitiques caractéristiques. Il en est 
de méme de l'inoculation d'un mélange de ganglions inguinaux el de rate de 
a souris 7, au lapin 282 R. 

Cette expérience montre que, vingl-qualre heures apres linoculation, le 
greffon contient encore des spirochétes mobiles et virulents, mais les parasites 
spiralés n’envahissent pas visiblemeni les tissus qui Uemprisonnent (tissu con- 
jonctif sous-cutané). Toutefois, le virus syphilitique a déja quillé Vendroit de 
Vinoculation, pour se répandre dans le systéme lymphoide. 

Souris 2: Sacrifiée aprés quaranie-huil heures. — Greffon : au centre, aspect 


(1) Levapvit1, Mezcer et Scnoen. Loe. cil. 
(2) En employant antérieurement des méthodes d'imprégnation argentique 
moins fidéles que celle de Dieterlé, nous n’avons pas constaté la présence du 


tréponéme dans le greffon, au delA du troisiéme jour (Levapirt,: Li&pre et 
Scuoen. C. R. Soc. de Biologie, 104. 1930, p. 72). ; 
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syphilomateux; a la périphérie, envahissement par de trés nombreux poly- 
nucléaires. Aucune trace de lésion syphililique autour du greffon. Dieterlé : 
trés nombreux spirochétes en grande partie bien conservés, mais a la péri- 
phérie, formation de boucles. Nul envahissement du tissu conjonctif de 
VYanimal-hote Ulsra : nombreux tréponemes, dont quelques-uns mobiles. 

Souris 3 : Sacrifiée aprés trois jours. — Greffon : méme aspect. Tréponémes 
bien conservés, ou en voie de se transformer en boucles. Rares parasites 
dans la couche musculaire. 

Souris 5 : Sacrifiée le septiéme jour. — Début d’organisalion a la périphérie 
du greffon, sans caractére spécifique. Dieter/é : tres nombreux spirochétes 
au niveau du greffon, partiellement transformés en boucles, Nul envahisse- 
ment centrifuge. Uléra: cadavres de tréponémes. L’inoculation du greffon au 
dapin 941 P a fourni un résultat positif. 

Cette expérience montre que le septiéme jour le greffon contient du virus 
parfartement pathogéne pour le lapin. 

Souris 6 : Sacrifiée le dixiéme jour. — Méme aspect microscopique. Quelques 
tréponémes apparaissent dans le tissu réactionnel périphérique, lequel n’offre 
aucun caractére syphilomateux. L’inoculation du greffon au lapin 9 R a fourni 
un résullat négalif. 

Souris 7 : Sacrifiée le dix-huitiéme jour. — Trace de greffon au centre, alors 
qua la péripheérie on constate des signes cytologiques d’organisation (vais- 
seaux néoformés, fibroblastes. cellules géantes, rares lymphocytes). Dieterlé : 
tréponémes bien conservés ou disposés en boucles dans le greffon, aucun 
envahissement périphérique. 

Souris 9 : Sacrifiée le vingt-quatriéme jour. — L’inoculation du greffon au 
lapin 156 R a fourni un résultat négatif; celle de la rate et des ganglions a 
conféré un syphilome typique au lapin 157 R. 

Souris 12 : Sucrifiée le quarante-quatrieme jour. — Greffon en voie de résorp- 
tion. Absence totale de tréponémes. Aucune altération syphilitique. 

Souris 13 : Sacrifiée le cinquantle-cinquiéme jour. — Méme résultat. Présence 
de tréponémes dans les ganglions lymphatiques périphériques. 

Souris 14: S.crifiée le soixanie-cinquiéme jour. — Méme résultat. Présence de 
tréponémes dans les ganglions lymphuliques périphériques. 

Souris 15: Sacrifiée le soixante-dix-septiéme jour. — Méme aspect. Présence 
de tréponémes dans les ganglions inguinausz et axilluires. 


Certes, la forme tréponémique du virus syphilitique ne pro- 
voque pas doujours des réactions tissulaires d’aspect syphilo- 
mateux. Nous venons de voir le role que joue l’espece animale 
(souris et lapin), mais il ya plus. Tout portea croire que, a coté 
desystémes tissulaires « éréponémophilvs », aples &répondre par 
des altérations spécifiques a Ja pulluiation locale du Treponema 
pallidum, il en est d’autres qui sont « tréponémophobes », et 
qui, de ce fait, sont plus ou moins indilférents. Tel est le cas 
des ganglions lymphatiques de la souris. Cette indifférence 
tissulaire est parfois si accusée, que l’on peut, par exemple, 
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inoculer directement des spirochétes dans les ganglions lym- 
phatiques du lapin, sans provoquer /n situ des lésions pouvant 
élre rapprochées de celles du syphilome scrotal. 

Pour que le tréponeme virulent puisse engendrer des altérations 
spécifiques, il faut donc que lespece animale sy nréte, et, quen 
outre, les tissus qui Lhébergent soient aptes a réagir par des 
modifications cytologiques adéquates. Que ces deux conditions 
soient remplies, et l’on verra apparaitre les relations constantes 
dé cause a effet entre la multiplication des spirochétes et la 
genése des accidents spécifiques, démonstration péremptoire 
de propriétés pathogénes du Treponema pallidum. 


* 


* * 


Tl fallait & P. Lépine des preuves directes plaidant en faveur 
de la non-virulence du spirochéte pale. L’auteur pense les avoir 
trouvées dans l’avirulence des « cu/tures » de Treponema palli- 
dum, et dans linnocuité des inoculations de tissu cérébral de 
paralytiques généraux. Nous regreitons ne pas pouvoir nous 
laisser convaincre par ces deux ordres d’arguments. 

Il est exact que les cultures de spirochétes, dits de la syphilis, 
sont apathogénes pour les animaux réceptifs. Mais est-ce par 
suile de la présence exclusive, dans ces cultures, de la forme 
tréponémique du virus, comme le pense P. Lépine? Depuis 
longtemps Levaditi et Danulesco (1) ont insisté sur les diffé- 
rences morphologiques, biologiques et sérologiques entre les 
spirochétes cultivés par Noguchi et ses émules, et le 7reponema 
pallidum. Les parasites des cultures n’engendrent ni chancre, 
ni tréponémose inapparente, ils ont un tout autre aspect morpho- 
logique, et s’ils vaccinent le lapin (réactions sériques positives), 
’immunité n’est pas croisée, en ce sens que les animaux vaccinés 
avec la culture ne résistent pas & inoculation du virus Truffi. 
Aucune donnée expérimentale ne fournit la preuve absolue de 
Videntité entre le spirochéte de la syphilis et les spirilles cultivés 
in vitro. Que P. Lépine nous apporte une telle preuve, et nous 
sommes préts a accepter ce premier argument invoqué en 
faveur de I’hypothése de la non-virulence du Treponema pal- 
lidum. 


(1) Levapiri et Danugsco. C. R. Soc. de Biologie, 73, 1912, p. 256. 
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Reste le second argument : innocuité des inoculations de cer- 
veau de paralytiques généraux. Le fait est exact, mais que 
faut-il en déduire? Tout d@’abord, comme le remarquent, a juste 
titre, Hoffmann, Jahnel, Prigge et Rothermundt, on n’est 
jamais sir, en pratiquant une ponction cérébrale zn vivo, d’as- 
pirer un fragment d’écorce contenant des tréponémes, on sait, en 
effet, depuis les recherches de Levaditi, Marie et Bankowski (1), 
combien variable est la répartition des foyers spirochétiens 
dans les diverses circonvolutions cérébrales|]. Mais admettons 
qu’a chaque opération on oblienne des parcelles d’encéphale 
renfermant réellement des parasites spiralés. Pourquoi vouloir 
démunir tous les Treponema pallidum de leurs qualités patho- 
genes, quand il est plus simple et plus logique d’admettre 
Vatténuation de Ja virulence des parasites, atténuation que peut 
expliquer d’abord un neurotropisme inné, ensuite la symbiose 
avec des altérations névraxiques réactionnelles, capables de 
modifier les propriétés biologiques du virus. Nous ne préten- 
dons pas qu’en l’état actuel de nos connaissances, il en soit 
véritablement ainsi, mais, dans le doute, mieux vaut s’abs- 
tenir. 

Pour nous résumer, /es observations qui précédent, s ajou- 
tant a celles émises récemment par Jahnel, Prigge et Rother- 
mundt (loc. cit.) {2), nous font hésiter a souscrire ala conception 
de la non-virulence du tréponéme pale, toute ingénieuse et orr- 
ginale qwelle puisse parattre. 

(Travail de [Institut Pasteur 
et de 'Institut Alfred-Fournier.) 


(1) Levaprt1, Marre et Bankowski. Ces Annales, 27, 1913, p. 577. 

(2) Tout récemment, A. Bessemans (Bull. de ’ Académie Royale de Méd. de 
Belgique, 1932, séance du 29 octobre, p. 569) a invoqué des arguments ana- 
logues aux ndtres pour réfuter ’hypothese de P. Lépine. 


METHODE DE DOSAGE 
DE L’ANTICORPS OVALBUMINIQUE 
DANS LE SANG DES SUJETS ALLERGIQUES 
AU BLANC D'CEUF 


par Prerre WORINGER. 


Clinique infantile de Strasbourg.) 
q 9°, 


Les recherches des derni@res années nous ont révélé la 
crande fréquence des étals allergiques pour diverses protéines 
alimentaires. On connaissait depuis longtemps la grande 
intolérance se manifestant par des vomissements, des diarrhées, 
de l'urticaire, du collapsus cardiaque, ala suite d’une ingestion 
d’ceuf, de lait, de moules, de poisson, etc.; mais ces cas élaient 
rares et ne se prélaient guére & une expérimentation, vu la 
eravité des symptomes déclenchés par la substance sensibili- 
sante. Ce fut l'emploi des épreuves cutanées, réalisé d’abord en 
Amérique, qui permit d’étendre nos connaissances sur ce sujet, 
en rendant possible le dépistage des sensibilités anormales ou 
allergies sans déclenchement du grand syndrome d‘intolérance. 
L’application systématique des cuti- ou intradermo-réactions a 
montré que dés le premier age l’allergie alimentaire est relati- 
vement fréquente, qu’elle est méme plus répandue au cours des 
deux premiéres années qu’a toute autre époque de la vie. A 
cet age, les sujets qui réagissent aux protéines alimentaires 
sont toujours des eczémateux; parmi ceux-ci, on réussil A 
mettre en évidence un état allergique dans environ 70 p. 100 
des cas. La protéine qui, dans nos régions, se trouve étre le 
plus souvent & la base de Vallergie est le blane d’ceuf. Sur 
78 enfants eczémateux examinés par nous dans lespace de deux 
ans, nous avons trouvé 40 cas d’allergie ovalbuminique, ce 
qui porte & plus de 50 p. 100 la fréquence de cette affection 
parmi nos eczémateux. Si nous rapportons leur nombre au 
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nombre total des enfants passés par notre consultation, nous 
arrivons au chiffre de 6 p. 1.000. 

Un nouveau progrés dans l'étude de l’allergie a, ensuite, été 
réalisé par la découverte de Prausnitz et Kiistner. Ces auteurs 
ont montré que lorsqu’on injecte dans la peau d’un individu 
normal une petite quantilé de sérum de sujet allergique, 
Vinjection d’allergéne, faite soit au méme endroit, soit dans la 
circulation générale, détermine une vive réaction urticarienne 
localisée au territoire cutané mis au contact du sérum. Tout se 
passe comme si le sérum allergique avait sensibilisé la peau du 
sujet normal; aussi a-t-on appelé le phénoméne de Prausnitz et 
Kusiner l’épreuve de la transmission passive de la sensibililé. 
En réalité, c'est la rencontre d'un anticorps spécifique apporté 
par le sérum allergique avec l’allergéne qui dcétermine la 
réaction urticarienne. Lescellules dermo-épidermiques du sujet 
normal ne sont nullement modifiées par l’injection; leur réle 
consiste uniquement 4 fixer ]'anticorps contenu dans le sérum. 
Lorsqu’alors Vallergéne rencontre l’anticorps fixé et se combine 
a lui, il est mis en liberté une substance qui provoque la for- 
mation de la papule urticarienne (1). L’épreuve de Prausnitz 
et Kiistner est, par conséquent, une méthode qui permet de 
mettre en évidence la présence d'un anticorps spécifique dans le 
sang des sujets allergiques. 

Nous avons recherché sysltématiquement cette réaction chez 
les nourrissons qui s’étaient révélés sensibles au blanc d’ceuf. 
Sur 37 sujets allergiques qui ont pu étre examinés au point de 
vue sanguin, 24 ont donné une réaction de Prausnitz et Kiistner 
positive et 13 une réaction négative. Les sujets 4 réaction de 
Prausnitz et Kustner négative appartiennent & un type 
dallergie purement cutanée que nous avons appelée « dermo- 
allvrgie »; ils ne présentent 4 aucune période de leur affection 
dans le sang l’anticorps spécifique qui nous occupe. 

Les sujels 4 réaction de Prausnitz et Kiistner positive, que 
nous avons appelés « holo-allergiques », parce qwils sont seuls 
a répondre a lV’injeclion de blanc d’ceuf par des symptomes géné- 
raux, tels que lurlicaire et le choc anaphylactique, sont por- 
teurs de leur état de sensibililé anormale en venant au monde. 

(1) P. Woricer, Le phénoméne de Prausnitz et Kiistner est-il du a une 
sensibilisation? C. R. de la Soc. de Biol., 109, 1932, p. 204. 
Annales de VInstitut Pasleur, t. L, n° 2, 1933. 18 
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Il s’agit d'une affection congénitale qui n’est pas due & une 
sensibilisation par un contactavec l’allergéneaprés la naissance, 
et qu’il est méme impossible de reproduire expérimentalement. 
Nous avons souvent essayé, par des injections de blanc d’cuf, 
de provoquer chez le nourrisson normal la formation de l’anti- 
corps ovalbuminique donnant la réaction de Prausnitz et 
Kistner, mais sans succes. Pourtant les sujets ainsi traités 
forment bien un anticorps spécifique, comme le démontre la 
réaction de fixation du complément, mais cet anticorps est dil- 
férent de celui de l’allergie congénitale, car il ne donne pas la 
réaction de Prausnilz et Kiistner; nous l’avons appelé « anti- 
corps ovalbuminique B », le distinguant ainsi de |’ « anticorps 
ovalbuminique A », caractéristique de la holo-allergie congé- 
nitale. C'est un exemple, unique a notre connaissance, de deux 
anticorps pour un méme antigéne (1). 

La réaction de fixation du complément permet, du reste, éga- 
lement de différencier ces deux anlicorps. Lorsqu’on pratique 
cette réaction avec des concentrations variables d’antigéne, on 
constate que le sérum renfermant |’anticorps B ne donne une 
réaction positive qu’avee des concentrations de blanc d'wuf 
relativement élevées, nous l’avons obtenue avec des concen- 
trations de 1 sur 10, 4 la rigueur de 1 & 100; mais, au-dessous 
de ce laux, la réaction est généralement négative. Le sérum ren- 
fermant l’anticorps A, au contraire, reste négatif avec ces fortes 
concentrations et ne commence a donner une réaction positive 
qu’avec des concentrations faibles, qui, d’aprés notre expérience, 
se trouvent aux environs de | sur 2.000 ou au-dessous. La zone 
oplima de fixation du complément pour l’anticorps A est donc 
assez éloignée de celle pour l’anticorps B. Ce procédé permet, 
par conséquent, non seulement de voir si un anticorps ovalbu- 
minique est présent, mais encore de préciser celui qui est en 
cause. 

La méthode de dosage que nous avons mise au point ne 
s’'applique qu’a l’anticorps ovalbuminique A, celui qu’on ren- 
contre dans Ja holo-allergie congénitale; elle est inutilisable 
pour l’anticorps B qui ne donne pas la réaction de Prausnilz et 
Iviistner. 


(1) P. Wortcerr, Deux sortes d’anticorps ovalbuminiques dans le sang des 
ourrissons. C. R. de la Soc. de Biol., 109, 1932, p. 206. 
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Principe de la méthode (1). 


La méthode est basée sur la neutralisation de l’anticorps par 
Vanligéne zn vitro et sur la mise en évidence d'un exces d’anti- 
corps & l'aide de la peau humaine comme indicateur. Lorsque 
du sérum allergique est additionné d’une quantité suffisante 
de blanc d’ceuf, il ne donne plus la réaction de Prausnitz et 
Kiistner. Mais sil’on prépare des mélanges dans des proportions 
variables en établissant toute la gamme 4 partir d’une teneur 
trés faible en antigéne jusqu’é une teneur élevée, on s’apercoit 
que les premiers mélanges donnent la réaction de Prausnitz et 
Kiistner comme le sérum pur, puis qu’a partir d’un certain 
taux de blanc d’ceuf toutes les réactions sont négatives. Les 
mélanges positifs renferment manifestement un excés d’anti- 
corps, tandis que dans ceux qui sont négatifs Panticorps a été 
entiérement neutralisé par l’antigéne. Le mélange qui, avec la 
plus petite quantité d’antigene, ne donne plus la réaction, est 
celui qui se rapproche le plus de la neutralité. 

La maniére de procéder pour déterminer la teneur en anti- 
corps d'un sérum sera donc la suivante : une premiére série 
de mélanges sérum-blanc d’ceuf est préparée avec des concen- 
trations d’antigéne trés espacées, de facon & repérer d’abord 
Yordre de grandeur du taux de l’anticorps, Pexpérience ayant 
montré que celui-ci peut varier dans des limites considérables 
dun sujet & Pautre. Ces mélanges sont éprouvés sur l’individu 
normal. On obtient ainsi une indication approximative sur la 
zone ou se trouve le taux du sérum en question. On prépare 
alors une seconde série de mélanges de concentrations plus 
rapprochées et situées autour du point de neutralité du premier 
essal; ils sont également éprouvés sur le sujet normal. Le 
mélange qui avec la plus faible quantité d’antigene ne donne 
plus de réaction est alors considéré comme correspondant exac- 
tement a Ja neutralité. Un simple calcul permet d’établir le taux 
d’anticorps par rapport au blanc d’ceuf utilisé. 

Comme unité d’anticorps, nous avons pris un sérum idéal 

(1) P. Worincer, Une méthode de dosage des anticorps ovalbuminiques 


dans le sérum des sujets allergiques au blanc d’muf. C. R. de la Soc. de Biol., 
408, 1934, p. 10. 
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qui neutraliserait exactement son volume de blanc d’ceuf, tel 
qu'il sort de l’@uf de poule. Nous verrons que le blane d’ceuf. 
notamment si on a soin de toujours se servir d’un mélange de 
3a 4 wufs, aune valeur antigénique assez constante. Un sérum 
possede un taux d’anticorps de 1 sur 50.000, lorsque le dosage 
montre que 50 litres seraient nécessaires pour neutraliser 
4 cent. cube de blanc d’uf. ; 


Marche de l'analyse. 


La méthode, telle que nous la pratiquons, comprend deux 
phases : une épreuve préliminaire et une épreuve définitive. 
Dans la premiére phase, le blanc d’ceuf est ajouté au sérum 
dans les proportions de 1 sur 500, 1 sur 5.000, 1 sur 50.000, 
1 sur 500.000 et 1 sur 5.000.000. Ces mélanges sont injectés & 
des sujets normaux. Le lendemain, la réaction est déclenchée 
chez eux par une injection de blanc d’ceuf. Le résultat de cette 
épreuve donne une premiére indication sur l’ordre de grandeur 
du taux de l’anticorps. 

On prépare ensuite unc nouvelle série de mélanges blanc 
d‘ceuf-sérum, situés maintenant dans la zone repérée par |'essai 
préliminaire. Si, par exemple, au cours de la premiére épreuve 
le mélange 1 sur 50.000 a donné une réaction négative et le 
mélange 1 sur 500.000 une réaction positive, on préparera les 
mélanges intermédiaires, c’est-a-dire 1 sur 100.000, 1 sur 
200.000 et 1 sur 400.000, qu’on injectera comme précédemment, 
en méme temps que les deux mélanges qui, au premier essai, 
encadraient la zone de neutralité. On déclenche alors la réaction 
et on fait la lecture en prenant comme point neutre la premiére 
réaction négalive. 

Prélévement du sérum. La prise de sang se fait chez le nour- 
risson, de préférence, par ponction du sinus longitudinal, sauf 
dans les cas ot l’eczéma du cuir chevelu rend cette voie impra- 
ticable; on a alors recours soit & la ponction de la veine jugu- 
laire, soit & incision du talon. Pour un dosage, 10 & 12 cent. 
cubes de sang, donnant environ 6 cent. cubes de sérum, sont 
nécessaires. On laisse coaguler & la glaciére et on sépare le 
s¢rum du caillot aprés vingt-quatre heures. Toutes les opéra- 
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tions doivent se faire avec une asepsie rigoureuse; une légére 
hémolyse n influence pas le résultat. Il est bon de pratiquer le 
dosage dans les jours qui suivent le prélévement; cependant, 
une conservation du sérum pendant quelques semaines a la 
glaciére dans des ampoules scellées ne nous a pas paru modifier 
le titre de l’anticorps. 

Préparation des solutions de blanc deuf. Pour la préparation 
des solutions d’antigéne, nous partons d’une solution-mére de 
blanc d’ceuf au 1/10 qui se conserve trés bien pendant des mois 
en ampoules sceliées a la glaciére et que nous obtenons de la 
facon suivante : 4 45 w@ufs de poule, frais du jour, dont la 
coquille ne présente aucune souillure, sont soigneusement 
netloyes avec une compresse imbibée d’alcool & 90°, puis brisés 
aseptiquement. Leur contenu est recueilli dans une boile de 
Péiri stérilisée; avec une pipette, on préléve 100 cent. cubes du 
blanc qu’on porte a 1 litre dans un ballon jaugé avec de la 
solution physiologique. On laisse & la glaciére pendant trois 
jours en ayant soin d’agiter plusieurs fois par jour pour faciliter 
lVhomogénéisation de la solution. Quelques flocons qui troublent 
encore la solution sont ensuite éliminés par une filtration sur 
du papier-fillre stérilisé. La solution est mise en ampoules et 
conservée a la glaciére. 

Sous cette forme, le blanc d’ceuf conserve sa valeur antigé- 
nique sans changement pendant des mois. Kn procédant ainsi, 
on trouve aussi que les échantillons de blanc d’ceuf de prove- 
nances différentes possédent une valeur antigénique identique. 
L’expérience suivante le démontre : le 29 novembre 1931, nous 
pratiquons l’analyse d’un sérum simultanément avec deux 
solutions de blanc d’ceuf, l'une préparée le 8 mai 1931 et con- 
servée en ampoules scellées & la glaciére, l'autre préparée le 
29 octobre 1931. Les deux dosages nous donnent le méme 
résultat (1 p. 1.000). 

Pour la premiére phase du dosage on prépare, en partant de 
la solution-mére au dixiéme, les solutions au centiéme, au 
milliéme, au dix-milliéme, au cent-milliéme et au millioniéme, 
en prenant chaque fois avec une pipette 1 cent. cube de la 
solution précédente et en ajoutant 9 cent. cubes de solution 
physiologique. Ces solutions doivent étre préparées extempo- 
ranément ; si elles sont rigoureusement aseptiques et mises a 
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la glaciére, elles peuvent servir pendant deux ou trois jours. 

Pour la seconde phase de l’analyse, on prépare les: sobutions. 
aux titres situés entre ceux de la derniére réaction positive: et. 
de la premiére réaction négative. Si, par exemple, | échantillom 
de sérum additionné de la solution au cent-millieme a été 
positif et celui avec la solution au dix-millieme négatif, on 
aura besoin de solutions au vingt-milli¢me, au quarante-mil- 
lisme et au quatre-vingt-milliéme. Si la zone de neutralité est 
située entre l’échantillon avec la solution au milliéme et celui 
avec la solution au centiéme, ce sont les solutions au deux- 
centiéme, au quatre-centi¢me et au huit-centiéme qu'on pré- 
parera. 

Préparation des mélanges sérum-blanc d @uf. — Nous avons 
Vhabitude de préparer nos mélanges dans des ampoules de 
1 cent. cube; mais on peut également se servir de tubes, & 
condition qu’ils soient assez courts pour permettre & la seringue 
de pénétrer tusqu'an fond et d’en relirer tout le contenu. Le 
remplissage des ampoules se fait avec une seringue de Barthé- 
lémy. On met 0c. c. 5de sérum dans chacune d’elles, puis, 
apres les avoir numérolées, 0 c. c. 1 des différentes solutions 
de blane d’ceuf. 

Pour le dosage préliminaire, on a besoin de 5 ampoules, ce 
qui fait 2 c. c. 5de sérum. On ajoute a la premiére la solution 
de blanc d’ceuf au centiéme, A la deuxiéme celle au millitme 
et ainsi de suite jusqu’a celle au millioniéme. 

Pour le dosage définitif on utilise également cing ampoules 
avec 0c. c. 5 de sérum chacune et on ajoute les solutions qui a 
la premiére épreuve encadraient la zone de neutralité ainsi 
que les 3 solutions intermédiaires. 

Une fois le mélange fait, on ferme les ampoules a la 
flamme, on agile bien et on attend au lendemain pour prati- 
quer les injections. Un dosage complet nécessite 5 cent. cubes 
de sérum. On pourrait a la rigueur se contenter de moins en 
réduisant proportionnellement les doses de sérum et de blanc 
d’weuf par ampoule. Une quantité de 0c. c. 4 de liquide, au 
lieu de 0c. c. 6 par ampoule, suffirait encore pour une double: 
épreuve. 

Choix des sujets normaux. — Aucun animal ne s’étant 
montré apte a servir & la mise en évidence de l'anticorps oval- 
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buminique, on est obligé d’avoir recours & |’homme comme indi- 
cateur. On choisira des individus sains, non sensibles aw blanc 
d’ceuf, de n’importe quel age. Chaque dosage doit étre pratiqué, 
autant que possible, parallalement sur trois sujets. Il est 
important que les sujets d’expérience n’aient pas absorbé d’ceuf 
ou d’aliment renfermant de Veuf, depuis au moins quatre 
jours, l’expérience ayant montré que l’intestin laisse presque 
toujours passer de l’'antigéne. Lorsqu'un sujet est utilisé pour 
plusieurs dosages, il est bon d’attendre une semaine avant de 
recommencer. Il peut arriver qu’un sujet se révéle mauvais 
réactif, sa peau réagissant faiblement et tardivement; il faudra 
’éliminer. Le nourrisson bien portant donne, en général, 
d’excellentes réactions. 

Injection des mélanges sérum-blanc deuf. — Nous nous 
servons, pour les injections intradermiques, de la seringue de 
Barthélémy munie d'une aiguille trés fine. Les 5 injections que 
nécessite chaque phase du dosage sont faites soit dans le dos, 
soit au bras ou Ala cuisse a des intervalles de 4 & 5 centimétres. 
La peau ne doit présenter aucune espéce de iésion. L’injection 
bien faite est tres peu douloureuse. Il est bon de marquer les 
endroits d'injection, vu que toute trace a souvent disparu le 
lendemain. On injecte 0 c. c. 1&0 c¢. c. 2 de chacun des 
mélanges. [1 est indispensable que linjection soit strictement 
intradermique. Nous avons toujours fait nos dosages sur 
trois sujets simullanément. 

Injection déchainaute. — L’injection déchainante doit se 
faire vingt-quatre heures aprés linjection préparante ; il est 
important que ce laps de temps ne soit pas dépassé, ce qui 
pourrait fausser les résultats ; d’autre pari, il est bon d’atlendre 
que la légére irritation qui suit toujours l’injection des mélanges 
soit passée. Pour déclancher la réaction, nous injectons Vanti- 
géne non plus ,comme le faisaient Prausnitz et Kistner, a l’en- 
droit méme de linjection premiére, mais & distance. Nous 
injectons dans le muscle fessier de la dilution de blanc d’cuf 
au dixiéme 10 cent. cubes chez l’adulte et 2 cent. cubes chez 
le nourrisson. Cette dose garantit non seulement une bonne et 
prompte réaction, mais suffit toujours pour neutraliser entid- 
rement les dépdts d’anticorps, de facon & éviter que lors d’une 
épreuve ultérieure les réactions ne se rallument. Nous n’avons 
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jamais observé d’accident & la suite de ces injections de blanc 
d’ceuf, quoique chez plusieurs nourrissons elles aicnt été répé- 
tées 10 & 15 fois dans l’espace de quelques mois. 

Lecture des résultats. — La réaction fail son apparition géné- 
ralement quinze & vingt minutes apres l injection d’antigeéne. 
Cependant parfois la période de latence est plus longue et peut 
atteindre une heure et plus. Les sérums avec les faibles addi- 
tions de blanc d’wuf réagissent plus promptement que ceux 
qui se trouvent prés du point neutre; aussi faut-il toujours 
observer suffisamment longtemps, au moins pendant une 
heure aprés le début de la réaction, pour ne pas laisser 
échapper des réactions tardives. Le point de virage est toujours 
tres net; jamais on n’observe de réaction douteuse. Il peut 
arriver que la réaction la plus voisine du point neutre soit 
moins forte, moins cedémateuse, que les autres, mais toute 
réaction, méme faible, est & considérer comme posilive. A 
Vépreuve préliminaire nous n’avons jamais observé de discor- 
dance entre les trois sujets injectés simultanément. A l’épreuve 
définitive, les résultals concordent également presque toujours ; 
dans quelques rares cas seulement, nous avons trouvé une 
différence d'un point. La méthode est donc aussi précise que 
peut l’étre un procédé biologique. 

Pour V'interprétation des résultats, il faut se rappeler que 
toute réaction positive correspond & un mélange anticorps- 
antigéne sous-neutralisé, c’est-a-dire avec un excés d’anti- 
corps, el toule réaction négative & un mélange neutralisé ou 
surneutralisé. C’est, par conséquent, entre le premier mélange 
négatif et le dernier mélange positif qu’est silué le point 
neutre. Dans I’épreuve préliminaire, cette « zone de neutra- 
lité», comme nous l’appelons, est encore assez large; c'est sur 
elle que porte alors la seconde épreuve.. Au cours de celle-ci on 
peut admetire, sans commettre de faute importante, que la pre- 
miére réaction négative correspond exactement au point neutre. 

Un exemple illustrera la manitre de faire la lecture: un 
sérum donne au premier dosage une réaction posilive avec 
1 sur 500.000 et négative avec 4 sur 50.000. Au second dosage, 
3 réactions sont positives et 2 négatives : la premiére négative 
est celle qui correspond & 1 sur 100 000. Ce chiffre représente 
donc le taux exact du sérum en question. 
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Sources d’erreur. — Si l’on se tient strictement a la technique 
que nous avons indiquée, on évitera les sources d’erreur et les 
résultats obtenus ne pourront donner lieu 4 aucune difficulté 
dinterprétation. [I] est évident que toutes les manipulations 
doivent se faire avec l’asepsie la plus parfaite, sans quoi les 
injections pourraient provoquer la formation d'abcés rendant 
la lecture impossible. Nous avons déja insisté sur la nécessité 
pour les sujets servant de réactifs de s’abstenir de toute absorp- 
tion d’ceuf. I! nous est arrivé parfois que, sans que nous l’ayons 
su, les enfants avaient pris l’un ou l’autre aliment préparé 
avec de l’ceuf, méme seulement avec du jaune d’euf; Vin- 
jection déchainante ou bien ne provoque alors aucune réaction, 
ou bien ne fait réagir que les dépots renfermant trés peu 
d’antigéne. Il semble que, méme en dehors d’une absorption de 
blanc d’ceuf, certains sujets ne se prétent pas a cette réaction, 
d’ou la nécessité de faire toujours un triple dosage. 

L’intervalle entre injection préparante et l’injection déchai- 
nante a également son importance ; il ne doit pas dépasser 
vingt-quatre heures. Si l’on attend plusieurs jours, on peut 
voir le résultat se modifier par le fait d'une lente neutralisation 
spontanée de l’anticorps dans les dépéts cutanés. 


Résultats obtenus a l'aide de la méthode (1). 


Nous avons fait Jusqu’ici le dosage de l’anticorps ovalbumi- 
nigue du sang chez 14 nourrissons holo-allergiques. Les taux 
trouvés sont au tableau I. 

U ressort de ce tableau que le taux de l’anticorps ovalbumi- 
nique peut varier dans des limites trés vastes. Le chiffre le 
plus élevé que nous ayons rencontré a été 1 sur 500; le plus 
bas, 1 sur 5.000.000. Chez un méme sujet, on peut trouver des 


différences sensibles 4 quelques mois d’intervalle ; chez les 
uns il y a augmentation, chez les autres diminution, sans 


(1) P. Worrncer. La teneur en anticorps ovalbuminiques du sang des nour- 
rissons allergiques au blane d’ceuf. C. R. Soc. Biol., 109, 1932, p. 201. Der 
Eiklar-Antikérpergehalt des Blutes ekzemaliser Sauglinge. Zeitschr. f. Kin- 
derheilkunde, 52, 1932, p. 586-593. L’effet des injections de blanc d’ceuf sur le 
taux des anlicorps ovalbuminiques dans le sang des nourrissons allergiques 
au blanc d’ceuf. C. R. Soc. Biol., 140, 1932, p. 289-291. 
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DOSAGE DE L’ANTICORPS OVALBUMINIQUE 2814 


qu’il soit toujours possible de trouver la cause de ces varia- 
tions. Il n’y a pas de rapport direct entre la teneur en anti- 
corps et la gravité des manifestations eczémateuses ; toutefois, 
les taux élevés sont généralement observés chez des sujets 
présentant un eczéma particuligrement prolongé et tenace. 

Des injections de blanc d’ceuf provoquent chez les sujets 
holo-allergiques une rapide et importante augmentation du 
taux de l’anticorps, ainsi que le montrent nos cas n* 15, 30 
et 40. Cette constatation est importante, car elle montre 
que le traitement par les injections répétées de faibles doses 
d’allergéne, qu’on considére comme une « désensibilisation 
spécifique » et qui, dans certains cas d’eczéma, donne des résul- 
tats thérapeutiques favorables (1), ne supprime nullement 
Pétat d’allergie, mais au contraire, l’accentue encore. L’anti- 
corps ovalbuminigque se comporte exactement comme les 
anticorps antitoxiques ou antimicrobiens dont le taux s’éléve 
réguliérement & la suite d’injeclions d’antigéne. Il est démontré 
ainsi qu il n'y a pas de différence fondamentale entre l’allergie 
et immunilé, ces deux états obéissant aux mémes lois biolo- 
giques. 


(1) P. Wortneer. Essais de traitement de l’eczéma du nourrisson par la 
désensibilisation spécifique. Bull. Soc. Péd., Paris, 16 décembre 1930, p. 611- 
642. 


UNE EXPERIENCE DE PROPHYLAXIE SOCIALE 
DE LA TUBERCULOSE 
PAR LA VACCINATION BCG A BREST 


par J. QUERANGAL pes ESSARTS, 


chef du Laboratoire de Bactériologie du II* arrondissement maritime. 


et M™* G. pgp CARBONNIERES pe SAINT-BRICE, 


assistante sociale du Service des Tuberculeux 
de l'Hopital maritime de Brest. 


Nous avons précédemment relaté dans ces Annales (1) les 
conditions dans lesquelles fut entreprise, en 1926, l’expérience 
de prophylaxie sociale de la tuberculose par la vaccination BCG 
que nous avons poursuivie, depuis lors, sans interruption dans 
le milieu maritime que constituent les ouvriers de I’ Arsenal de 
Brest et leurs familles. Nous désirons, par cette note, qui 
résume un travail plus complet que publiera prochainement 
la Revue de Phtisiologie, faire connaitre aux lecteurs de ce 
recueil les résultats enregistrés au cours des sept derniéres 
années, d’abord avec la collaboration de notre collégue le D” Le 
Chuiton, puis par nous seuls. 

Depuis 1926 jusqu’au 31 décembre 1932, les enfants vaccinés 
par voie buccale a leur naissance qui sont restés sous notre 
controle permanent se répartissent ainsi : 


ENVANTS VACCINES 
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(1) Ges Annales, 46, février 1931, p. 169. 
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Mais nous avons fait porter la présente enquéte sur les seuls 
enfants vaccinés en 1927, 1928, 1929, 1930 et 1931, et sur leurs 
collatéraux non vaccinés, pris comme témoins, dans les mémes 
familles et aux mémes ages, afin de pouvoir comparer leurs 
taux de mortalilé générale respectifs aprés chaque année, de 
un a cing ans. 

Nous avons suivi ainsi, dans 719 familles, 1.841 enfants, dont 
887 vaccines et 954 non vaccinés. Parmi les vaccinés on a compté, 
de lage de un mois a cing ans, 54 décés, soit une mortalité 
générale de 6 p. 100. Chez les non vaccinés il s'est produit, 
également de un mois & cing ans, 166 décés, soit une mortalité 
générale de 17,4 p. 100. 

Nous avons comparé, d’autre part, les taux de mortalité 
générale des deux groupes d’enfants, vaccinés et non vaccines, 
dans les familles tuberculeuses et dans les famiiles apparem- 
ment indemnes de tuberculose. 

231 familles tuberculeuses ont eu un total de 697 enfants, 
dont 287 vaccinés et 410 non vaccines. 

Elles ont fourni, pour les cing premiéres années de vie, la 
mortalité générale suivante : 


(mort-nés et morts pendant le premier mois non compris pour 
les deux groupes). 

448 tamilles apparemment indemnes de tuberculose ont eu 
un total de 1.144 enfants, dont 600 vaccinés et 544 non vaccines. 
Elles ont fourni, pendant le méme temps, la mortalité géné- 
rale suivante : 


ViGCCUICS meme Maem ee RE ried a fo, eye ao aoa oi) oe 5,2 p. 100 
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Si, d'autre part, nous établissons un paralléle entre la mor- 
talité générale infantile de toute la ville de Brest, en y compre- 
nant les décés du premier mois, et celle des enfants vaccinés 
et non yaccinés suivis par nous, voici les chiffres relevés : 
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Mortalité générale infantile. 


ENSEMBLE 


= a 
MILIEU MARITIME ETUDIE PAR NOUS 
DE LA VILLE DE BREST 


Pourcentage de 0 a i an Pourcentage de 0 a 3 ans. 


Pourcentage | Pourcentage 


Hen Ose, trem ree eae ie ane Non vaccinés Vaccinés Non vaccinés Vaccinés 


De ces comparaisons il résulte que le taux de mortalité géné- 
rale des enfants vaccinés de ce milieu, vivant dans des condi- 
tions déplorables au point de vue de l’hygiéne, est ramené a 
un pourcentage bien inférieur a celui de l'ensemble des enfants 
de la ville de Brest. Cet abaissement du taux de mortalité ne 
peut tenir qu’a la vaccination, puisque les collatéraux non vac- 
cinés des mémes familles accusent une mortalité dépassant de 
plus du double celle des enfants de la méme ville. C'est une 
preuve indiscutable de l'efficacité préventive du BCG dans ce 
milieu trés contaminé. 


VACCINATIONS PAR INJECTION SOUS-CUTANEE. 


Depuis 1929, nous avons mis en pratique la vaccination par 
voie sous-cutanée des enfants et adolescents du milieu maritime 
qui, n’ayant pas été prémunis a la naissance, demandent & étre 
vaccinés. La sélection est faite par la cuti-tuberculination effec- 
tuée deux fois & huit jours d’intervalle, et seuls les non-réagis- 
sants recoivent une dose unique de 1/2 & 2 cent. cubes de 
!émulsion vaccinale de I'Institut Pasteur, soit 1/200 & 1/50 de 
milligramme de BCG suivant l’Age. Sur 528 sujets qui nous ont 
été ainsi présenlés, 217 seulement, soit 41 p. 100, avaient des 
cuti-réactions négatives. Leur age variait de dix jours & quinze 
ans. Ils provenaient de 160 familles différentes qui avaient eu 
un total de 391 enfants, dont 217 furent vaccinés au BCG-SC. 
41 furent vaccinés par voie buccale & leur naissance, et 133 ne 
furent pas vaccinés du tout. 
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La mortalité générale de ces enfants, & la fin de l’année 1932, 
avait été : 

Pour les vacciués au BCG-SC : | décés (occlusion intestinale 
a un mois et demi), soit 0,4 p. 100. 

Pour les vaccinés par voie buccale a la naissance : 2 décés, 
soit 4,8 p. 100. 

Pour les non vaccinés : 27 déces, soit 20,4 p. 100. 

Tous les vaccinés, revus a la fin de 1932, sont en parfaite 
santé et lous sont, aprés des temps variables, devenus aller- 


giques. 


Outre Vabaissement si manifeste de la mortalité infantile, 
nous avons conslamment observé, a la suite de la vaccination, 
une amélioration certaine de |’état général des vaccinés. Cette 
action, affirmée par de nombreux auteurs, est indéniable. Les 
enfants vaccinés sont plus résistants que leurs collatéraux non 
vaccinés aux affections du jeune age; ils les supportent 
mieux. 

Nous pensons que les résultats de la vaccination seraient 
encore meilleurs si les autres moyens de prophylaxie mar- 
chaient de pair. Mais, dans le milieu que nous avons envisagé, 
c’est la un probleme complexe, nécessitant la transformation 
et l'assainissement de vieux quartiers, l’édification de cités 
ouvriéres ou des logis sains remplaceraient les taudis surpeu- 
plés actuels. Aprés cela, il faudrait remédier aux dangers de la 
contagion familiale par isolement des tuberculeux et la pro- 
tection de l'enfant. 

Il est possible que l'avenir puisse apporler des solutions a 
ces problémes de prophylaxie sociale, mais ne nous faisons 
aucune illusion : des.générations perdront encore le quart ou 
la moitié de leurs enfants si elles attendent la réalisation de ces 
mesures pour engager la lutte contre la tuberculose. L’expé- 
rience n’a-t-elle pas d’ailleurs démontré que, quels que soient 
les moyens de prophylaxie ou d’hygiéne réalisés pour mettre 
les individus ou les collectivités & l’abri des maladies conta- 
gieuses, ils n’ont pas atteint Vefficacité ni la sireté conférées 
par les vaccinations préventives qui doivent rester & la base de 
toute prophylaxie. 
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C'est pour cela que nous sommes persuadés que la vaccina- 
tion est, pour le moment, un des seuls moyens capables d’étre 
appliqués en tous temps et en tous lieux, sans attendre des 
mesures illusoires ou des temps meilleurs. C’est aussi, & notre 
connaissance, le seul qui puisse se prévaloir de tels résultats 
dans le milieu ou nous l’avons employé. 


VACCINATIONS BCG 
DANS LES DEPARTEMENTS FRANCAIS 
EN 1930, 1931 ET 1932 
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Paris — A. Maretueux et L. Pacrart, imp., 1, rue Cassette. — 1933. 
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Mémoire SANARELLI-ALESSANDRINI 
Ultravirus Tuberculeux - (PL. II) 
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Tome L. Ultravirus Tuberculeux - (PI. Iv) 


